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略語一覧 
 
・cAMP：環状アデノシン一リン酸（Cyclic adenosine monophosphate） 
・AoSMC：ヒト大動脈平滑筋細胞（Aortic smooth muscle cells） 
・BCA：ビシンコニン酸タンパク質定量法（Bicinchoninic acid assay） 
・CPC：細胞プロセッシングセンター（Cell processing center） 
・DAB：ジアミノベンジジン（3,3'-diaminobenzidine） 
・DMEM：ダルベッコ変法イーグル培地（Dulbecco's modified Eagle's medium） 
・DMSO：ジメチルスルホキシド（Dimethyl sulfoxide） 
・EDTA：エチレンジアミン四酢酸（Ethylenediaminetetraacetic acid） 
・EGF：上皮成長因子（Epidermal growth factor） 
・EMT：上皮間葉移行（Epithelial to mesenchymal transition） 
・ESD：（食道癌）内視鏡的切除術（Endoscopic submucosal dissection） 
・FBS：ウシ胎仔血清（Fetal bovine serum） 
・GAPDH：グリセルアルデヒド 3 リン酸脱水素酵素（Glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase） 
・GMP：優良医薬品製造基準（Good manufacturing practice） 
・GSK-3：グリコーゲン合成酵素キナーゼ 3（Glycogen synthase kinase 3） 
・HE：ヘマトキシリン・エオシン（Hematoxylin-eosin） 
・HP：強陽性（High positive） 
・HRP：西洋わさびペルオキシダーゼ（Horseradish peroxidase） 
・HSMM：ヒト骨格筋筋芽細胞（Human skeletal muscle myoblasts） 
・HUVEC：ヒト臍帯静脈内皮細胞（Human umbilical vein endothelial cells） 
・K：ケラチン（Keratin） 
・KCM：上皮細胞分化誘導培地（Keratinocyte culture medium） 
・LP：弱陽性（Low positive） 
・N：陰性（Negative） 
・NHDF：正常ヒト皮膚線維芽細胞（Normal human dermal fibroblast） 
・NHEK：正常ヒト表皮角化細胞（Normal human epidermal keratinocytes） 
・P：陽性（Positive） 
・PBS：リン酸緩衝生理食塩水（Phosphate buffered saline） 
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・PCR：ポリメラーゼ連鎖反応法（Polymerase chain reaction） 
・PIPAAm：ポリ(N-イソプロピルアクリルアミド)（poly(N-isopropylacrylamide)） 
・PIV：粒子イメージ流速計測法（Particle image velocimetry） 
・PDGF：血小板由来成長因子（Platelet-derived growth factor） 
・PDGF RKI：PDGF 受容体キナーゼ阻害剤（PDGF receptor kinase inhibitor） 
・PFA：パラホルムアルデヒド（Paraformaldehyde） 
・P-MLC：リン酸化ミオシン（Thr18/Ser19）（Phospho-myosin light chain 2） 
・PS：ペニシリンストレプトマイシン（Penicillin streptomycin） 
・RIPA：放射性免疫沈降法（Radioimmunoprecipitation assay） 
・SDS-PAGE：ドデシル硫酸ナトリウム・ポリアクリルアミドゲル電気泳動 
（Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis） 
・SOP：標準作業手順書（Standard operating procedure） 
・TBS：トリス塩酸緩衝液（Tris-buffered saline） 
・TGF-β1：トランスフォーミング増殖因子 β1（Transforming growth factor beta1） 
・TGF-β1 RKI：TGF-β1 受容体キナーゼ阻害剤（TGF-β1 receptor kinase inhibitor） 
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第一章 研究の背景と目的 
 
1.1 研究背景 
 
1.1.1 再生医療と研究動機 
 
 医療機器や人工心臓の開発ならびに造血幹細胞や皮膚などの細胞・組織移植
を始めとした医学の進歩により、これまでに多くの患者が救われてきた。この
背景には分子生物学や組織学の研究によって生体組織の構成タンパク質や細胞
の配置、病変の分子機構的特徴への理解が進んだことが関与しており、今後も
難病を抱える患者のためには研究による進歩が求められている。近年著しい進
歩がみられている医学研究として再生医療があげられる。再生医療とは失われ
た細胞・組織・器官を再生し、機能を回復させることを目標とした研究分野で
ある。本博士研究では、この中の上皮組織の再生医療研究について取り組んだ。 
 上皮組織は、日本三大死因に挙げられる悪性新生物（癌）の病巣となる組織
である。切除によって上皮癌は除去することができるが、上皮組織欠損による
合併症が引き起こされる場合もあり、癌切除後の創傷床に上皮組織を移植する
治療法が考えられてきた。共同研究先の東京女子医科大学先端生命医科学研究
所は、患者由来の自家口腔粘膜から作製した上皮細胞シートを食道癌切除後の
創傷床に移植することによって狭窄を予防する臨床研究を実施し、10 名の癌患
者の命を救ってきた。しかし、この成果も、治療法の確立に至ったわけではな
く、動物モデル実験の知見を 10 人の患者に応用したに過ぎない。この方法を治
療法として確立し多くの患者を救うとの目標を達成するためには、臨床試験数
を増やすと共に、そこで見出された課題点を改善する基礎研究が必要である。 
 筆者は、続いて実施された「空輸した口腔粘膜上皮細胞シートを用いた臨床
研究」に携わり、細胞シートを用いた医療の現在の課題点を抽出した。すなわ
ち、今後、細胞シート移植治療を進める上では、安全性の保証と治癒の分子機
構解明が大変重要であることを認識し、これらを基礎研究レベルで解決するこ
とを目的として本博士研究を実施した。 
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1.1.3 重層扁平上皮組織 
 
 まず、本研究で対象とする重層扁平上皮組織および周囲に存在する結合組織
について、基本的な役割と性質を述べる。 
 結合組織は主に Type I collagen からなる膠原繊維、線維芽細胞から成っており
[6]、線維芽細胞には中間フィラメントである Vimentin が発現している[7]。 
 上皮組織はこの結合組織の上に存在し、多数の上皮細胞から成り立っており、
体液の漏出ならびに体外からの異物侵入を遮るというバリア機能を持ち、生体
内で重要な役割を担っている[8, 9]。このバリア機能は強い細胞間接着によるも
のであり、Cadherin が重要な役割を果たしている。この Cadherin は Ca2+ととも
に細胞間接着に働くタンパク質であり[10]、Epithelial cadherin からこの名前が付
けられている E-cadherin は角化層以外の全層に渡って発現し、β-catenin を介して
上皮細胞内の骨格タンパク質であるケラチンフィラメントやアクチンフィラメ
ントと結合する[11]。 
 ヒトの口腔粘膜上皮や表皮などは重層扁平上皮に分類され、数層に渡って扁
平な上皮細胞が重なっている構造を示す。基底層の細胞は、結合組織から多く
の増殖シグナルを基底層細胞が受け取って上層に重なるように増殖する。この
重層扁平上皮は層毎に異なるタンパク質が発現し、異なる役割を果たしている
（図 1-2）[12, 13]。 
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タンパク質分解酵素であり[42, 43]、基底膜や細胞外マトリックスタンパク質を
分解する[44]。このディスパーゼを用いて結合組織から上皮層を剥離した後、ト
リプシンとエチレンジアミン四酢酸（Ethylenediaminetetraacetic acid, EDTA）の混
合溶液（トリプシン EDTA）を反応させると 20 分で上皮細胞を単離することが
できるようになった[45]。このようにして、上皮細胞の単離技術が確立されてき
た。 
 上皮細胞の単離に加えて、培養液にも改良が加えられてきた。現在もダルベ
ッコ変法イーグル培地（Dulbecco's modified Eagle's medium, DMEM）などの培地
に名を残している Eagle が中心となって、抗生物質のペニシリンとストレプトマ
イシンに加えて、細胞増殖に必要な栄養素である 6 種類の塩基[46]、13 種類のア
ミノ酸とグルコース[47, 48]、8 種類のビタミン[49, 50]、などを添加した培養液
が開発された。 
 この培養液に牛胎児血清（Fetal bovine serum, FBS）を加え、さらに上皮細胞
に栄養を与えるフィーダー細胞として放射線で増殖を止めたマウス線維芽細胞
由来の 3T3 細胞を用いて共培養することにより、テラトーマ細胞ならびにヒト
表皮細胞のコロニーを形成させることに成功した[51, 52]。このコロニー内の細
胞には中間フィラメント（ケラチンフィラメント）やデスモソーム結合などが
存在することが見出され、一度トリプシンで単離された上皮細胞でも培養する
ことにより再び上皮組織の様に細胞間接着などが形成されることが示された。
このように、上皮細胞の形質を維持しつつ増殖させ得る培養条件が開発されて
きた[52]。 
 上皮細胞の増殖因子を突き止めるため、ならびに培養条件改良を目的として、
生体シグナル因子を添加する研究も進められた。1963 年に発見された上皮成長
因子（Epidermal growth factor, EGF）については[53]、コロニー形成数とコロニー
の大きさで増殖能を明らかにするコロニーフォーミングアッセイにより最適濃
度が決められた[54]。また、コレラトキシンを添加すると環状アデノシン一リン
酸（Cyclic adenosine monophosphate, cAMP）産生の抑制経路が負に制御され、結
果として cAMP の産生が促進し、上皮細胞の増殖を促進することが見出された
[55]。さらに、ハイドロコルチゾン[52]、インスリンとトランスフェリン[56]、
トリヨードチロニン[57]、アデニンの添加や、Ham らによって開発された栄養混
合培地 F-12 によって上皮細胞の増殖率が改善し[58]、これらの研究の成果であ
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る上皮細胞培地により上皮細胞を効率的に細胞培養皿の底面全体を占めるコン
フルエント状態まで増殖させることが可能になった[59]。 
 このコンフルエントまで増殖した上皮細胞を移植片として活用するために、
グリーン博士らはトリプシン EDTA よりも細胞障害性の少ないディスパーゼを
用いることによって、ヒト表皮由来の培養細胞をシート状に剥離回収すること
に成功した[60]。事項で述べる細胞シートの原型とも言えるこのヒト培養表皮グ
ラフトを胸腺欠損マウス（免疫拒絶ができないマウス）に移植したところ、108
日後でも残存が確認された[61]。これらの知見を踏まえて、培養表皮グラフトを
ヒトへ移植するヒトで臨床研究が行われるようになった。 
 1981 年、Ⅲ度熱傷の患者に対してこの培養表皮が世界で初めて移植された[62]。
また、身体の 97%を超える範囲の三度熱傷の兄弟に対して、培養表皮を繰り返
し移植することで、14 週間後には皮膚の再生に成功した。こうして従来法では
助からなかった命が救われ、細胞移植治療の重要性と有効性が認識された[63]。 
 その後、この培養上皮グラフトは様々な生体上皮組織を代替する移植片とし
て、潰瘍[64, 65]、先天性巨大母斑[66]、角膜[67-69]、尿道[70]、表皮[71, 72]、口
腔内[72-75]への移植治療がなされてきた。 
 
1.1.6 温度応答性培養皿を用いた細胞シートの作製 
 
 工学的に作製した材料を生体に積極的に応用していくバイオマテリアルにも
注目が集まっている。筆者の共同研究先の東京女子医科大学先端生命医科学研
究所では、1995 年に岡野博士らが温度応答性培養皿を開発した[76]。これは、32℃
より高温下で疎水性、低温下で親水性を示す高分子であるポリ(N-イソプロピル
アクリルアミド)（poly(N-isopropylacrylamide), PIPAAm）を細胞培養皿の底面に
固定したものである。この培養皿を用いると、培養温度の 37℃で細胞が接着し
て増殖することができる。続いてコンフルエントまで増殖させた後に 20℃まで
冷却することで、細胞同士の細胞間接着を保ったまま一枚の「細胞シート」と
して剥離回収することができる（図 1-6）。  
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築を目指して研究が進められている。これらの研究分野は、組織工学にちなん
で「細胞シート工学」として認知されるようになっている。 
 細胞シートの移植による治療は、すでにヒト臨床研究も始まっている。例え
ば角膜再生プロジェクトでは、角膜上皮幹細胞疲弊症によって黒目の部分に白
目の部分の結膜上皮細胞が遊走してしまう患者に対し、自家口腔粘膜上皮細胞
シートを移植する治療が行われている。数年後でも角膜の透明性や視力が維持
されているとの成果が得られている。これは細胞シートに含まれる幹細胞が維
持されるためと考えられており、根治の観点からも極めて研究価値が高い[79]。
また、筆者が携わった食道の再生医療についても次節に記載する。 
 
1.2 細胞シートを用いた食道再生プロジェクトにおける課題と本研
究の目的 
 
1.2.1 ヒト食道組織と食道癌治療 
 
 食道は口と胃の間に位置する器官で、長さは 25 cm、太さは 2—3 cm あり、上
部から頸部食道、胸部食道、腹部食道に分けられる。日本では食道癌によって
2009 年には 11713 人が死亡しており、悪性新生物死亡者数全体の約 3.4%を占め
ている[85]。このうち男性が 9908 人、女性が 1805 人であり、アルコール多飲や
たばこによる発癌リスクの上昇を示すものと考えられる[86-88]。食道癌には腺
癌、未分化癌などがあるが、90%以上は扁平上皮癌である[89]。同時性多発癌、
異時性多発癌、ならびに多臓器癌合併が多く、特にアルコール多飲やたばこが
リスクファクターである胃癌、咽頭癌、口腔癌が多い。この食道癌を治療する
ために以前は開腹手術を行っていたが、術死のリスクがあるため、広範囲な早
期扁平上皮癌に対して内視鏡的粘膜下層剥離術（Endoscopic submucosal dissection, 
ESD）が考案された[90]。ESD は口腔から内視鏡を挿入し、先端に取り付けたナ
イフで粘膜下層から上皮癌を剥離する術式である。開腹手術に比べて傷が小さ
いため、現在広く用いられている。しかし、3/4 周以上または長軸方向に直径 40 
mm 以上にわたる食道癌を切除すると合併症として狭窄が起こってしまう問題
点がある[91]。狭窄とは食道が狭くなる合併症であり、食べ物が通過せず患者の
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クオリティーオブライフが著しく低下する。狭窄を治療する手段として、内視
鏡で小型の風船を挿入して膨らませるバルーン拡張術があるが、数十回にわた
って行わなければならず、コストがかかりさらに侵襲性が高いため患者への負
担が大きい[92]。 
 そこで、東京女子医科大学では、大木博士らによって自家口腔粘膜上皮細胞
で作製した細胞シートを ESD 後の創傷床へ移植する治療法が開発された。モデ
ル実験動物を用いた研究により、細胞シートを移植することによって傷が早期
に治ることが示され、狭窄の予防にも効果があると出来得ると考えられたため、
2006 年よりヒト臨床研究が 10 例実施された。この結果、ヒトに移植しても副作
用はなく、狭窄予防に効果がある結果も得られた[93]。 
 さらに、細胞シートが持つ狭窄予防効果を積極的に検証するために、確実に
狭窄が起こる程、広範囲にわたって ESD を施した「ブタ食道狭窄モデル」を作
製し、この ESD 後の創傷床に上皮細胞シートを移植する実験が行われた。その
結果、細胞シート移植が狭窄の予防に顕著な効果を発揮することが示された[94]。
このことからヒトの食道粘膜癌が広範囲の場合でも、上皮細胞シートを用いた
治療が有効であるとの期待が高まった。 
 
1.2.2 口腔粘膜上皮細胞シートを用いた食道癌内視鏡的切除後の狭
窄予防ならびに創傷治癒促進 
 
 前節で述べた動物実験の結果を踏まえて、広範囲にわたって食道粘膜癌があ
る患者を対象として、ESD 後の創傷床へ自家の口腔粘膜上皮細胞から作製した
臨床研究が検討された。この際、細胞シートを作製する施設である細胞プロセ
ッシングセンター（Cell processing center, CPC）では徹底した衛生と空調管理に
よって無菌性が担保されているが、多くの維持費や労働力が必要であり、全て
の病院に設けるのは非現実的である。そこで中核となる CPC 施設から各病院へ
細胞シートを輸送するシステムを確立することも重要となる。 
 この 2 つの課題を解決するための、東京女子医科大学と長崎大学医学部の共
同研究として、東京から長崎へ輸送した細胞シートの安全性と広範囲 ESD 後の
細胞シート移植の有効性の評価を目的に「空輸した口腔粘膜上皮細胞シートを
用いた臨床研究」と題した臨床試験が 2013 年より 10 症例行われ、筆者もこの
プロジェクトに従事した。 
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 このプロジェクトではまず、細胞ソースである患者由来口腔粘膜組織を培養
液と抗生剤からなる輸送液内に入れ、4℃を保ったまま長崎大学から東京女子医
科大学の CPC 内の安全キャビネットに持ち込み、上皮細胞を単離して温度応答
性インサート上でこの細胞を培養した[95]。15 日間の培養後、温度を 37℃に保
ちながら、東京女子医科大学の CPC から飛行機と電車を用い、1200 km を 5—7
時間かけて長崎大学病院へ輸送した。この輸送を経ても細胞シートの基本的な
性質が維持されていることを前臨床試験で確認した[96]。16 日目に手術現場に持
ち込んだ細胞シートは、破損がないようにかつ術傷へ接着できる基底面がわか
るように培養器材から回収し、内視鏡医が術傷へ移植した。この臨床研究は 10
症例行われ、全ての患者で移植手術が成功した[97]。 
 しかし、品質管理試験により、Candida albicans のコンタミネーションが確認
された症例があった。それまでの動物実験や、女子医科大学のみで実施した臨
床研究では Candida albicans がコンタミネーションした例はなかったが、患者の
口腔の性状は個人差があるため、今後も起こり得る問題点と考えられた。アム
ホテリシン B は、1.0 µg/mL 以上の濃度で Candida などの菌種の増殖を完全に阻
害する抗生物質として知られるが、哺乳類細胞の増殖も抑制してしまうため、
本プロジェクトにおける輸送液ならびに培養液には 0.27 µg/mL で添加していた。
そこで、輸送液のみアムホテリシン B の濃度を 1.0 µg/mL に調製したところ、同
一患者でCandida albicansのコンタミネーションなしで細胞シートを作製するこ
とに成功した[96]。 
 このように、臨床研究を行うと動物実験では想定し得なかった問題点が浮上
し得る。今後、細胞シート移植を有効な治療法として確立し数万人や数億人の
患者を救うためには、明確なサイエンスに裏付けられた技術開発が重要である。 
 
1.2.3 本研究の目的と概要 
 
 前述した細胞シート移植の安全な治療法としての確立には、品質が安定した
口腔粘膜上皮細胞シートの作製が求められている。培養方法が確立された現在、
最も不安定な要素は患者の口腔粘膜の性状であると考えられる。特に、臨床研
究で対象とした食道癌患者の口腔粘膜組織は癌を併発しているあるいは前癌病
変となっていることが少なくなく、正常な細胞で細胞シートを作製する上で、
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細胞ソースである患者一人一人の口腔粘膜組織の性状を正確に把握することが
重要である。 
 現在、口腔粘膜組織の性状は目視で診断されているため、医師の主観に左右
されやすい。客観的な診断法を確立することで、安全に移植し得る細胞シート
の作製効率がさらに向上すると考えられる。しかし、病理診断で正確に組織を
評価するには組織を採取する必要があり、この組織採取は患者への負担が大き
い。そこで、低侵襲的に口腔粘膜上皮細胞を評価する解析手法の確立を研究目
的とした。 
 具体的には、「ブラシバイオプシーウエスタンブロッティング法を確立し、細
胞ソースの事前解析による細胞シート治療の安全性の向上を目的とした研究」
を実施した（第二章）。 
 また、細胞シート移植の有効性を明確にするには、移植後の細胞シートの挙
動を経時的にかつ詳細に解析する必要がある。しかし、治癒過程の組織を採取
して解析することは困難であるため研究がほとんど進められていない。そこで、
「シンプルな in vitro モデル実験系を確立し、接着後の重層扁平上皮細胞シート
の経時的変化ならびに挙動を詳細に解析する研究」を実施した（第三章）。 
これらを踏まえた本研究の全体構成を図 1-7 に示す。 
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第二章 上皮細胞シートの細胞ソース評価のためのブラシバイオ
プシーウエスタンブロッティング手法の構築 
 
Kasai, Y, Sugiyama, H, Takagi, R, Kondo, M, Owaki, T, Namiki, H, Okano, T, Takeda, 
N and Yamato, M (2016) Brush biopsy of human oral mucosal epithelial cells as a 
quality control of the cell source for fabrication of transplantable epithelial cell sheets 
for regenerative medicine, Regen Ther 4, 71-7.[1] より改変・転載 
 
2.1 諸言 
 
2.1.1 安全な治療を目的とした細胞シートの品質管理 
 
 安全な細胞シート治療のためには正常な細胞を用いて確実に細胞シートを作
製することが求められており、これには品質管理技術が重要である。現在は標
準作業手順書（Standard operating procedure, SOP）を事前に作成し、東京女子医
科大学ならびに厚生労働省の認可を経て、これに準じた手順で臨床試験が行わ
れている。 
 この SOP では、まず患者の既往歴を確認することが定められている。口腔粘
膜組織を採取する 2 週間前にはヒト免疫不全ウイルス、ヒト T 細胞白血病ウイ
ルス、ヒト B 型肝炎ウイルス、ヒト C 型肝炎ウイルス、梅毒といった感染症の
検査を行い、血液検査終了後に自家血清を調製する。口腔粘膜組織の採取時に
は、生検部位の状態を口腔外科医が目視で確認する。その後歯磨きをし、イソ
ジンで消毒した後にスピンドルバイオプシーによって口腔粘膜組織を採取して
いる。培養工程では人為的過誤を防止するために作業者と指示・記録者の二手
に分かれて、防塵着を装着後に CPC へ入室して培養中の無菌性を確保する。ま
た、培養開始から 5 日後、8 日後、10 日後、12 日後、13 日後、14 日後、15 日
後という決められた日程で培地交換や細胞の観察を行い、細胞形態や増殖能力
の確認を行っている。細胞シート出荷時にも、細胞がシート状に剥離できるか
どうかの剥離試験、生細胞率のカウント、フローサイトメーターを用いたケラ
29 
 
チンの陽性率の評価による上皮細胞の純度の算出などを実施している[2]。この
ような品質管理によって安全性の高い臨床研究が行われているが、改善の余地
もある。 
 
2.1.2 患者口腔粘膜の性状評価の現状 
 
 細胞シートを用いた治療法の確立の為には、患者の個人差を考慮することが
重要である。 
 上皮細胞は in vitro での培養を経ても細胞間接着の維持やケラチンフィラメン
トの発現などの上皮組織の特性をある程度保つため、細胞ソースである口腔粘
膜上皮細胞の性状が細胞シートの品質に反映されやすい。現在まで上皮細胞シ
ート移植後に癌化した症例報告はないが、細胞ソースである患者の口腔粘膜上
皮細胞が癌や前癌病変の性質を示した場合、移植した細胞シートが癌の原発巣
になるリスクがあると考えられる。食道癌と口腔癌はどちらもアルコール摂取
や喫煙がリスクファクターとされており、食道癌患者が口腔前癌病変を発症し
ている、あるいは口腔癌を併発していることが少なくない。したがって、細胞
シート移植治療の安全性を担保するためには、個人差がある患者の口腔粘膜上
皮の性状を十分に検査する必要がある。 
 現在行われている口腔粘膜の性状診断は口腔外科医による目視診察であるが、
この診断方法は客観性に乏しいため確定診断には、組織を外科的に採取して病
理診断を行うことによって確認している。 
 
2.1.3 ケラチンフィラメント 
 
 採取後の上皮組織を病理診断する際に有用なタンパク質の一つにケラチン
（Keratin, K）が知られている。ケラチンは上皮組織ならびに毛や爪などに特異
的に発現する中間径フィラメントであり、上皮組織では部位や分化度合によっ
て多様なサブタイプの発現パターンが異なるといった特徴から、上皮の性質を
診断できるタンパク質とされている。 
 ヒトの上皮細胞では 23 種類のケラチンが見い出されており、ゲノムの解析か
らは、毛などに特異的なものや機能が未知なものまで含めると 54 種類のケラチ
ンがあると推定されている[3]。 
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2.1.5 ブラシバイオプシー 
 
 低侵襲的に上皮細胞を採取する方法として、ブラシバイオプシーがある。こ
のブラシバイオプシーは、まず歯ブラシなどを用いて上皮組織を擦過して細胞
を採取し、続いてパパニコロウ染色などにより細胞形態診断や mRNA 発現解析
法によって口腔癌などの検査を行う手法である（図 2-3）[16, 17]。 
 
 
図 2-3. ブラシバイオプシーの模式図。ブラシを擦過させることによって、低侵襲的に粘膜
上皮を採取する方法。【[1]より改変・転載】 
 
 パパニコロウ染色の場合、細胞形態での診断であるために判断指標が明確で
なく、診断に困難を要する場合がある。また、口腔内の唾液には RNA 分解酵素
が含まれているため[18]、RNA 抽出が阻害されるとの問題点もある[19]。そこで
本研究では低侵襲かつ迅速にタンパク質の発現解析ができる実験系の確立を目
的とした。タンパク質発現解析は免疫染色の他にもウエスタンブロッティング
があり、発現の定性的データに加え、タンパク質の分子量の情報からも検出分
子を解析することができるため、免疫染色同様に精度と客観性が高い。このこ
とから、低侵襲的に粘膜細胞を採取できるブラシバイオプシーとタンパク質発
現解析のウエスタンブロッティングを組み合わせて、低侵襲的かつ定性的な口
腔粘膜上皮の性状を確認する新たな手法の開発を目指した。その第一段階とし
て、本研究では試料に健常人の口腔粘膜上皮を用いた。また、上皮の性状判断
に有用なケラチンを、ウエスタンブロッティングの解析対象とした。 
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 歯肉の付着歯肉上皮と口蓋の硬口蓋上皮は咀嚼の力に耐え得る強度の高い角
化重層扁平上皮に分類され、また、頬粘膜と口唇は咀嚼のために柔軟性がある
非角化重層扁平上皮に分類される。このように、口腔粘膜上皮は部位によって
性質が異なる。本手法では、組織特異的なケラチン発現パターンの差異をブラ
シバイオプシーウエスタンブロッティングで検出可能であるかを検討するため
に、口腔内の上記 4 つの組織を対象として実験を行った。 
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2.2 材料と方法 
 
2.2.1 材料 
2.2.1.1 実験サンプル 
 
・健康かつ非喫煙者の 20 代の男女 4 人 
・ヒト口腔組織  凍結/パラフィンブロック（頬粘膜、歯肉、口唇、口蓋） 
（ABS151103512, Analytical biological services） 
・ヒト角膜組織 （Northwest lions eye bank） 
 
2.2.1.2 試薬 
 
ウエスタンブロッティングに使用した試薬 
・Laemmli sample buffer（161-0737, Biorad） 
・2-mercaptoethanol（131-14572, 和光純薬工業） 
・プロテアーゼ・ホスファターゼインヒビター（5872S, Cell signaling） 
・ブロッキング剤（ECL prime blocking agent; RPN418V, GE healthcare）または
（Nonfat dry milk; 9999, Cell signaling） 
・10% Tween 20 solution（161-0781, Biorad） 
・10x トリス緩衝生理食塩水（TBS; 170-6435, Biorad） 
・Dulbecco’s phosphate bufferd saline 10 ×（PBS; 11482-15, ナカライテスク） 
・発光基質（ECL prime western blotting detection system; RPN2232, GE healthcare） 
・ポリアクリルアミドゲル（NuPAGE® novex 4-12% bis-tris gel; NP0336, Thermo 
fisher scientific） 
・電気泳動バッファー（NuPAGE MES SDS running buffer; NP0002, Thermo fisher 
scientific） 
・分子量マーカー（Precision plus protein™ all blue standards; 1610373, Biorad） 
・ニトロセルロースメンブレン（iBlot® gel transfer stacks nitrocellulose; IB3010, 
Thermo fisher scientific） 
・10% Tween 20 solution (1610781, Biorad) 
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・HRP 標識二次抗体（Rabbit）（NIF824, GE healthcare） 
・HRP 標識二次抗体（Mouse）（NIF825, GE healthcare） 
 
免疫染色に使用した試薬（第三章でも使用） 
・ChemMate ENVISION キット/HRP(DAB)-ユニバーサル（K5007, Dako） 
・Peroxidase blocking regent（S2023, Dako） 
・ヘマトキシリン（30141, 武蔵化学） 
・エオシン（32042, 武蔵化学） 
・キシレン（245-00717, 和光純薬工業） 
・エタノール（055-00457, 和光純薬工業） 
・ブロッキングバッファー（06349, ナカライテスク） 
・クエン酸バッファー（S1699, Dako） 
・プロテアーゼ K（S3020, Dako） 
・4% パラホルムアルデヒド固定液（Paraformaldehyde fixative, PFA; 3311-1, 武藤
化学） 
・非水溶性封入剤 マウントクイック（DM-01, コスモバイオ） 
 
2.2.1.3使用器具・機器 
 
・ミクロトーム（RM2245, Leica） 
・クリオスタット（Hyrax C50, マイクロ・エッジ・インスツルメント） 
・MAS コートスライドガラス（SMAS-01, 松浪硝子工業） 
・電圧調節装置（AE-8270 power station 500VC, Atto） 
・電気泳動装置（XCell surelock mini-cell, Invitrogen） 
・転写装置（iBlot™ゲルトランスファーシステム, Invitrogen） 
・メンブレン撮影装置（LAS-4000 mini, 富士フィルム） 
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2.2.1.4 第二章使用抗体 
 
表 2-1. 第二章で用いた抗体と希釈条件 
抗体名 クローン 
ウエスタンブ
ロッティング 
希釈濃度 
免疫染色 
希釈濃度 
カタログナンバーと会社名 
K1 34βB4 1/1000 1/100 NCL-CK1, Leica 
K2 Ks 2.342.7.4 1/1000 1/100 65191, Progen 
K4 6B10 1/1000 1/20 ab9004, Abcam 
K5 XM26 1/1000 1/100 NCL-CK5, Novocastra 
K6 Ks6.KA12 1/1000 1/100 sc-58735, Santa cruz 
K7 LDS-68 1/1000 1/50 C6417, Sigma 
K8 M20 1/1000 1/50 sc-52324, Santa cruz 
K9 Ks9.70/Ks9.216 1/1000 1/20 651104, Progen 
K10 LHP1 1/1000 1/50 NCL-CK10, Novocastra 
K12 N-16 1/1000 1/50 sc-17098, Santa cruz 
K13 1C7 1/1000 1/50 ab22685, Abcam 
K14 RCK107 1/500 1/50 sc-23878, Santa cruz 
K15 LHK15 1/100 1/100 sc-47697, Santa cruz 
K16 LL025 1/1000 1/20 ab8741, Abcam 
K17 EP1623 1/1000 1/100 ab109725, Abcam 
K18 CK-18 1/1000 1/50 ab82254, Abcam 
K19 RCK108 1/1000 1/100 M0888, Dako 
K20 EPR1622Y 1/1000 1/100 ab76126, Abcam 
p63 
β-actin 
4A4 
13E5 
1/1000 
1/1000 
1/50 
- 
sc-8431, Santa cruz 
4970, Cell signaling 
【[1]より改変・転載】 
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ドデシル硫酸ナトリウム・ポリアクリルアミドゲル電気泳動 （Sodium dodecyl 
sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE）用の試薬である。この
Laemmli sample buffer にタンパク質の S—S 結合を切断する還元剤である
2-mercaptoethanol を 20 倍希釈になるように、プロテアーゼ・ホスファターゼイ
ンヒビターを 100 倍希釈になるようにそれぞれ加え、タンパク質抽出バッファ
ーとした。この調製したタンパク質抽出バッファーを 250 µL ずつ細胞に加えた。
DNA はタンパク質を繋ぎとめる働きがあるため、電気泳動の妨げになることが
多い。これを防ぐため、21 径注射針による DNA 剪断と 5 分間のソニケーション
を細胞試料に施した。剪断の際にできた気泡を 12000 rpm、1 分間、4℃の条件の
遠心によって除去した後、タンパク質を一本鎖のポリペプチド鎖へと変性させ
るために 95℃で 5 分間反応を行った。12000 rpm、5 分間、4℃の条件で遠心し、
上清を回収し、1.5 mL チューブを用い、-80℃で保存した。沈殿物は不溶性画分
として除去した。 
 また、ポジティブコントロールの試料には抜歯の際に得られたヒト歯肉組織、
または、ヒト角膜組織を用いた。得られた検体の血液ならびに汚れを生理食塩
水で洗浄し、イソジン殺菌を行った後に再び生理食塩水で洗浄した。この組織
から結合組織をとり除くため、10000 U に調製したディスパーゼを 37℃の CO2
インキュベーター内で 2 時間反応させ、ピンセットを用いて結合組織と上皮組
織に単離した。上皮組織を生理食塩水で十分に洗浄した後、タンパク質抽出バ
ッファーを用いて、ブラシバイオプシーサンプルと同様の操作を行った。 
 
2.2.2.2 癌細胞の培養 
 
 本手法が、正常組織と口腔癌細胞の差異を検出し得るかどうかを検討するた
め、正常組織のブラシバイオプシーサンプルならびに頬粘膜扁平上皮癌細胞株
である HO-1-N-1 と口腔粘膜上皮癌細胞株の HSC-2 を用いて比較実験を行った。
また、ポジティブコントロール実験には、ヒト乳腺癌細胞株の MDA-MB-231、
ヒト表皮角化細胞株の HaCaT も用いた。HO-1-N-1 は DMEM と F-12 を 1：1 で
混合させた後、10%になるように FBS を加えた培地で培養した。HSC-2 と
MDA-MB-231、HaCaTは、FBS濃度を 10%に調製したDMEMを用いて培養した。
35 mm 培養皿の 80—90%コンフルエントまで培養した後、PBS で洗浄し、300 µL
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のタンパク質抽出バッファーを用いてブラシバイオプシーサンプルと同様にタ
ンパク質を抽出した。 
 
2.2.2.3 SDS-PAGE 
 
 Laemmli sample buffer と、2-mercaptoethanol の混合溶液で処理したタンパク質
は、一本鎖のポリペプチド鎖になり負に帯電する。この一本鎖のタンパク質は、
ポリアクリルアミドゲルを用いた電気泳動で、分子量の違いにより分離できる。 
 電気泳動装置にポリアクリルアミドゲルを取り付け、電気泳動バッファーを
加えた。分子量マーカーと各サンプルをカラムへ入れ、200 V、120 mA の条件
下で電気泳動し、サンプルがゲルの 8 割程度まで進んだ時点で電気泳動を終了
させた。 
 
2.2.2.4 ウエスタンブロッティング 
 
 10%トリス塩酸緩衝液（Tris-buffered saline, TBS）と 0.1% Tween で作製した洗
浄用バッファー（TBS-T）と、この TBS-T にブロッキング剤を 2—5%の濃度に調
製し、ブロッキングバッファー溶液とした。 
 前節に記載した電気泳動後のゲルを、ニトロセルロースメンブレン上に静置
させてセミドライ式転写装置を用いて 23 V、6 分の条件でタンパク質の転写を
行った。このタンパク質が転写されたメンブレンを調製したブロッキングバッ
ファー溶液に浸し、4℃で 1 時間以上振盪させてブロッキングを行った。所定の
濃度に調製した一次抗体のブロッキングバッファー溶液（表 2-1）にメンブレン
を浸して 4℃で一晩振盪させ、抗原抗体反応を行った。その後、一次抗体溶液を
除去し、TBS-T で 2、2、15、5、5、5 分の計 6 回振盪洗浄した。1/10000—20000
の濃度になるように調製した HRP 標識二次抗体のブロッキングバッファー溶液
を調製し、メンブレンを浸して常温で 1 時間反応させた。続いて、上述と同様
の条件で 6 回の振盪洗浄を行った。二次抗体の HRP と反応する発光基質をメン
ブレンに加えて 5 分間反応させた後、LAS4000 で撮影した。 
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2.2.2.5 口腔組織切片の作製 
 
 ブラシバイオプシーウエスタンブロッティングの有効性を示すコントロール
実験として免疫染色を行った。本来は同一ドナーからの試料でコントロール実
験を行うのが望ましいが、侵襲性と倫理的観点から、ヒト口腔粘膜のパラフィ
ンブロックおよび凍結ブロック試料は購入した。凍結ブロックはクライオスタ
ットを用いて 5 μm の厚さで薄切し、MAS コートされたスライドガラスに転写
した。この凍結切片は室温で 1 時間風乾させた後、-80℃で保存した。また、パ
ラフィンブロックはミクロトームを用いて 5 µm の厚さで薄切し、MAS コート
されたスライドガラスに転写した。40℃で 1 晩風乾させた後、室温で保存した。 
 
2.2.2.6 免疫組織化学的染色 
 
 パラフィン切片の場合、パラフィンと親媒性があるキシレンに各 5 分間で 3
回、キシレンと親媒性がある 100%エタノールを各 2 分間で 4 回浸して、パラフ
ィンを除去し、組織が水和できるようにした。さらに、70%エタノールに各 2
分間で 2 回浸して水を徐々に浸透させた後、蒸留水に各 5 分間で 2 回浸して完
全に水和させた。パラフィン切片の場合、クエン酸バッファーを用いた 125℃、
30 秒の加熱処理または、6—10 分のプロテアーゼ K 処理によって抗原を賦活化さ
せた。一方で、凍結切片は 1 時間以上風乾させた後に PBS で 5 分間洗浄し、コ
ンパウンドを除去して組織を暴露させた。用いる発光基質は、ウエスタンブロ
ッティングと同様にペルオキシダーゼ発色基質のジアミノベンジジン
（3,3'-diaminobenzidine, DAB）であるため、ペルオキシダーゼブロッキング液を
滴下し、室温で 10 分間反応させ、内因性ペルオキシターゼを失活させた。PBS
で各 5 分間、2 回洗浄した後、5%ロバ血清含有 PBS または専用のブロッキング
バッファーを滴下し、室温で 1 時間ブロッキングを行った。1%ロバ血清含有 PBS
またはブロッキングバッファーで所定の濃度に希釈した一次抗体を滴下し、4℃
で一晩反応させた。PBS で各 5 分間、3 回洗浄した後、1%ロバ血清含有 PBS で
1/1000 に希釈した二次抗体、または専用のキットを滴下し、室温で 1 時間反応
させた。発色基質である DAB を滴下して発色具合を見ながら 1—10 分反応させ
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た後、蒸留水で反応停止ならびに洗浄を行った。ヘマトキシリン液に 1 分間入
れて核染色を行い、水道水で洗浄した。70%エタノールに 1 回、100%エタノー
ルに 4 回サンプルを浸して脱水を行った後にキシレンに 4 回浸し、マウントク
イックを用いて封入を行った。1 晩以上風乾させた後に撮影を行った。 
 主に凍結切片を用いて組織の免疫染色を行った。しかし、角化組織である硬
口蓋は十分な量の凍結切片試料が得られなかったため、角化マーカーであるK1、
K2、K10、K16 においてはパラフィン切片を用いて免疫染色を行った。 
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2.3 実験結果 
 
2.3.1 回収した細胞の評価 
 
 ブラシバイオプシーで回収した細胞を PBS で懸濁した後、トリパンブルーで
死細胞を染色して観察した（図 2-5）。回収した細胞は青色に染色されたことか
ら、ほぼ死細胞であったことがわかった。さらに、扁平で長軸方向の長さが約
100 µm に達している大きな細胞が数多く観察された。これらの結果より、中間
層から上層に分布している分化した重層扁平上皮細胞を採取したと考えられた。
各々の細胞が大きくかつ重なり合っていたため正確な細胞数測定は困難であっ
たが、各組織からおよそ 8.0 × 105 cells 以上の細胞を採取することができた。こ
の採取した細胞を温度応答性インサート上に播種しても細胞は接着せず、培養
によって増殖することもなかった（培養条件は第三章に記載の細胞シート作製
時のものと同じ）。また、ブラシバイオプシーによって採取した細胞から RNA
を安定して抽出することはできなかった。これらのことから、ブラシバイオプ
シーで採取した細胞の性状の解析方法は、タンパク質発現解析であるウエスタ
ンブロッティングが有用であると考えられた。 
 一般的な細胞からのタンパク質抽出と解析は、無色透明で界面活性剤を含む
Radioimmunoprecipitation assay (RIPA) lysis buffer に溶解させ、ビシンコニン酸タ
ンパク質定量法（Bicinchoninic acid assay, BCA）によってタンパク質量を定量し、
その後にブロモフェノールブルーやグリセロールを含む Laemmli sample buffer
と混合させた後に SDS-PAGE を行う方法が用いられている。しかし、RIPA lysis 
buffer ではブラシバイオプシーで採取した細胞を完全に溶解することができな
かった。第一章で論じた通り、分化した上皮細胞は Filaggrin などによってケラ
チンが高度に架橋されて強度が高くなっているため、より強力な界面活性剤を
含む試薬が必要であった。したがって、強力な界面活性剤や還元剤を含む
Laemmli sample buffer を用いて細胞の溶解を行った。しかしながら、この溶液に
含まれるブロモフェノールブルーや還元剤は BCA 解析を阻害し得たため、タン
パク質の定量も正確性に乏しかった。このため本研究では定量性を犠牲として
も、簡便かつ定性的な組織解析手法の確立を目指した。 
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た。もっとも、ブラシバイオプシーでは必ずしも同量の試料を採取し得ないの
で、ウエスタンブロッティングのバンドの濃淡には各ドナー間において差異は
認められた。 
 ブラシバイオプシーウエスタンブロッティング法の信頼性を実証するため、
既存の組織切片の免疫染色法の解析を行い、比較を行った。口腔組織に対して
K4、K5、K6、K13 の免疫染色を行った結果、上皮組織特異的に発現を確認する
ことができた。詳細に組織免疫染色像を観察すると、K4、K6、K13 は基底層に
発現がなく、中間層から上層にかけて発現していた。また、K5 は組織免疫染色
ではすべての組織の基底層から上層まで発現が確認され、分化して上層に重な
った細胞においても発現低下を示さなかった。 
 これらの結果から口腔粘膜上皮の上層に存在するケラチンの K4、K5、K6、
K13 の発現パターンはブラシバイオプシーウエスタンブロッティングによって
確実に評価し得ることが明らかになった。 
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 これらの結果から、K4 と K8 で、癌と正常上皮の差異があることを示し、ブ
ラシバイオプシーウエスタンブロッティングは癌や前癌病変と正常上皮組織の
差異をタンパク質発現レベルで検出でき得る手法であることを強く支持した。 
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2.4 考察 
 
2.4.1 ブラシバイオプシーとウエスタンブロッティングを組み合わ
せる有用性 
 
 本研究では、ブラシバイオプシーとウエスタンブロッティングを組み合わせ
て、口腔粘膜上皮細胞の新たな解析法の確立に取り組んだ。 
 ブラシバイオプシーは、歯科用の歯ブラシを用いることで無麻酔下かつ出血
なしで何度も実施できるような低侵襲性に優れた細胞の採取法であるが、採取
した細胞は、ほぼすべてが扁平な死細胞であった。これより、ブラシバイオプ
シーによって採取したのは分化した上層の細胞だと考えられた[21]。過去の報告
によると、ブラシバイオプシーで採取した口腔癌細胞からは安定して RNA が抽
出される一方で、正常口腔粘膜組織では安定的に抽出されないとの報告がある
[19]。これは唾液に含まれる RNase によって細胞の RNA が分解されることが一
因として考えられるが[18]、死細胞であることも一因だと考察された。これらの
ことからも、ブラシバイオプシーで採取された細胞の解析はタンパク質発現を
対象としたウエスタンブロッティングが優れていると考えられた。 
 
2.4.2 非角化重層扁平粘膜上皮細胞マーカーの検出の有効性 
 
 ブラシバイオプシーウエスタンブロッティングでは、粘膜上皮の分化マーカ
ーである K4、K5、K6、K13 の発現が、頬粘膜、歯肉、口唇、硬口蓋の全てのサ
ンプルからウエスタンブロッティングのバンドが検出された（図 2-6）。すなわ
ちブラシバイオプシーで採取した上記 4 か所の粘膜上皮細胞から、DNA 剪断や
変性条件、電気泳動を経てニトロセルロースメンブレンへ転写するまでの条件
検討の結果、負に帯電された一本鎖のタンパク質となり、適切にウエスタンブ
ロッティングによる解析ができる手法であることが確認された。ケラチンは、
死細胞でも分解されにくいタンパク質であるため[5]、解析に適していたと考え
られる。 
 本実験ではタンパク質の濃度測定は行わなかったが、青色の Laemmli sample 
buffer を用いても還元剤非存在下の条件下においてはタンパク質の濃度測定が
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できる試薬（Pierce™ 660nm Protein Assay Reagent; 22660, Thermo fisher scientific）
で解析する方法や、RIPA lysis buffer に SDS を追加して上皮細胞を完全に溶解す
れば、タンパク質濃度も規格化できる可能性もあると考えられる。 
 K5 については、基底層のマーカーとする報告と[6]、全層に発現するとの報告
があるが[5]、本研究で用いた K5 抗体で免疫染色を行うと、全層にわたって発現
することを確認し、ブラシバイオプシーウエスタンブロッティングで検出し得
ることを示した。したがって、ブラシバイオプシーウエスタンブロッティング
を行う上で、口腔粘膜上皮のマーカーとすることができると考えられた。 
 
2.4.3 角化重層扁平粘膜上皮細胞マーカーの検出の有用性 
 
 角化マーカーである K1、K10 は角化組織である歯肉と硬口蓋に発現が見られ
たのに対し、非角化組織である頬粘膜と口唇には発現がほとんど検出されなか
った。これより、ブラシバイオプシーウエスタンブロッティングでも組織の特
性を反映した解析ができると考えられる（図 2-7）。しかし、口唇は角化重層扁
平上皮である口腔外の口唇表皮とつながっているため、口唇としてブラシバイ
オプシーで採取したサンプルに、角化上皮マーカーの K1 が検出される場合もあ
った[22]。この結果より、ブラシバイオプシーを行う部位を組織学的に正確に認
識して試料を採取する重要性が示唆された。また、ドナー4 では非角化組織であ
る頬粘膜でも角化マーカーである K1、K16 がブラシバイオプシーウエスタンブ
ロッティングで検出された（図 2-7）。K1、K16 は頬粘膜でもまばらに存在し、
K1 は in situ ハイブリダイゼーションにより mRNA の存在も確認されている[7, 
12]。このようにマーカー分子の分布が定まっていない組織を本手法の解析対象
とする場合は注意を要する。硬口蓋ではすべてのドナーで K1、K2、K10 の発現
が確認され、角化組織として適当であったと言える。特に K2 は高度に分化した
角化上皮マーカーとされており[5]、歯肉における K2 の発現は、免疫染色では上
層に観察されたが、ブラシバイオプシーウエスタンブロッティングではいずれ
のドナーからも発現が認められなかった。これは、歯肉における K2 の発現は個
人差があると考えられる。したがって、必ずしも免疫染色の結果とウエスタン
ブロッティングの結果が相関しない場合も考えられるため、複数のマーカー分
子を対象とすることも重要と考えられる。 
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 ほとんどのケラチンは 12 番染色体と 17 番染色体上にあり[3]、はエピジェネ
ティックな修飾を受けて発現が制御されていることが in vitro の実験で理解され
ている[23]。本研究では定量性は定めていないものの、口蓋上皮において K1、
K10 などのタンパク質が高度に発現するため、K4、K13、K7、K18、K19 の発現
が抑制されていることがウエスタンブロッティングの結果の濃淡から考察され
た（図 2-6、図 2-11）。すなわち、サンプル間のタンパク質量の差異よりも、ケ
ラチンの発現の比率が各組織で異なっているために濃淡に差がある結果が得ら
れたと考えられる。歯肉においては、付着歯肉だけでなく歯槽粘膜が近傍にあ
るため、同時に歯肉サンプルとして採取されやすい。その結果、K4、K7、K13、
K18、K19 の発現が顕著に確認されたと考えられる（図 2-6、図 2-11）。したがっ
て、口蓋にも硬口蓋近傍に軟口蓋が存在しているため、軟口蓋のような非角化
組織を中心にブラシバイオプシーによって採取すれば、K4、K7、K13、K18、
K19 の発現を顕著に検出し得ると考えられる。 
 
2.4.4 重層扁平粘膜上皮の基底層細胞マーカーの検出の有用性 
 
 K14、K15、p63 は免疫染色によって基底層に発現が見られたが、ブラシバイ
オプシーウエスタンブロッティングでは頬粘膜、歯肉、口唇で発現を検出でき
なかった（図 2-10）。これより、ブラシバイオプシーでは基底層までの組織は採
取されておらず、上層の細胞を採取していることが示され、低侵襲性が裏付け
られた。興味深いことに、口蓋のブラシバイオプシーウエスタンブロッティン
グでは、4 人全てのドナーで K14 が検出された一方で、K15 と p63 は検出され
なかった。これより、基底層の細胞は採取されていないと考えられる。また、
ウエスタンブロッティングバンドはK14と一致する分子量 50 kDを示しており、
非特異的な検出ではないと考察された。したがって、口蓋から K14 が検出され
る原因は特定することができなかった。それでもなお、免疫染色の結果より、
K14 は K15 よりもわずかに上層まで発現しており、硬口蓋では上層が剥離しや
すい可能性などが考えられたが、原因解明にはさらなる研究が必要である。 
 以上をまとめると、逆説的ではあるがブラシバイオプシーウエスタンブロッ
ティングは、上層の細胞を低侵襲的に採取し、上層に特徴的なタンパク質発現
を解析し得ることが示された（図 2-14）。 
 
58 
 
?
? ???????????????????????????????????????????
????????????????????????????????????????
???????????????????????????????????? ??? ??
??????
? ?
59 
 
????????????????????
?
? ??????????????????????????????????
????????????????? ??????????????????????????????
??? ?????????????????????????? ????????????
???????????????????????????????????
???????????????????????????????????
?????????????????????? ???????
?
?
? ???????????????????????????????????????????
?????????????????? ????????????????????????????
????????????????????????????????
?
? ??????????????????????????????????
??????????????????????????????????? ??? ? ??
??????????????????????????????????????
???????????????????????????????????
??????????? ????????????????????????????
???????????????????????????????????
? ??????????????????????????????????
???????????????????????????????????
???????????????????????????????????
60 
 
いるなど[9]、厳密な確定診断の条件は免疫染色でも確立の途中にある。それで
もなお、適切なマーカーを揃えれば、本手法で低侵襲的に口腔病変の診断がで
きる可能性は示された。 
 本研究では歯科用の一般的な歯ブラシを用いて実験を行ったが、この他にも
スポンジ、綿棒、歯間ブラシ、電動歯ブラシ、そして Oral CDx など様々なブラ
シを用いた低侵襲的なバイオプシー法がある[16]。採取される細胞は、擦過の力
や速さおよび組織の部位などによっても変化し得るため、電動歯ブラシを用い
ることで、擦過する回転数や圧力などを定量的に設定することが今後の課題で
ある。本研究で用いた歯科用歯ブラシでは K15 陽性の基底層細胞が採取できな
かったが、Oral CDx は基底層細胞を採取できるという報告もある[16]。さらに歯
間ブラシによって採取した歯肉上皮細胞は培養ができる報告もあり[24]、低侵襲
的に口腔粘膜上皮細胞シートを作製する手法にもつながり得る可能性がある。
このことから、低侵襲性に留意しながらも歯ブラシや採取法について最適化す
ることも今後重要と考えられた。 
 また、基底層細胞の性状を確認出来得る Oral CDx と上層に特異的な歯科用歯
ブラシを併用することで、患者にとって負担が少ない口腔粘膜上皮の性状解析
を進めることができると考えられた（図 2-15）。まず、従来法通りに口腔の性状
を目視で観察し、明らかに病変である場合は、ブラシ擦過ですら悪化につなが
る危険性が考えられるため行わない。しかし、目視では決定できない場合は本
研究で行った歯科用歯ブラシを用いたブラシバイオプシーウエスタンブロッテ
ィングを行い、複数種類のタンパク質発現解析を行い、本研究の結果と合わせ
て考察することで、口腔粘膜の性状の情報を多く集められると考えられる。病
変の疑いがある場合は、Oral CDx を用いて基底層まで詳細に解析し、最終手段
として、口腔粘膜を採取し、免疫染色で確認する。このとき、各段階で十分に
考慮する必要があるとともに、いずれのブラシを用いたブラシバイオプシーウ
エスタンブロッティングについても今後、データを蓄積することが重要である。
また、口腔粘膜上皮が細胞シート作製に使用できない場合も考慮し、表皮など
の他の部位から作製する細胞シートにおいても、移植治療効果の検証や、目視
以外に低侵襲的に事前解析手段を確立することも重要であると考えられる。 
 
61 
 
?
? ???????????????????????????????????????????
???????????? ????????
?
? ?
62 
 
 
2.4.6 第二章まとめ 
 
①ヒト口腔粘膜上皮組織の性状を簡便かつ精度よく診断する新たな手法として、
ブラシバイオプシーウエスタンブロッティングを確立した。この際、強固な細
胞間結合を持つ上皮組織に対処するため、通常のプロトコルとは異なり Laemmli 
sample buffer を用いたタンパク質抽出の手法など改良を施した。 
②ブラシバイオプシーウエスタンブロッティングは、頬粘膜、歯肉、口唇、口
蓋の 4か所の正常口腔粘膜の性状を解析し得る手法であることを明らかにした。
非角化重層扁平上皮（頬粘膜、口唇）と角化重層扁平上皮（歯肉、口蓋）を解
析したところ、それぞれの特性を示すケラチンの発現パターンを検出すること
ができた。 
③ブラシバイオプシーウエスタンブロッティングは重層扁平上皮組織のうち、
上層の細胞を採取し、解析する手法であることを示した。 
④培養癌細胞を用いたウエスタンブロッティングとの比較によって、癌と正常
細胞の差異を示し、病理判別が出来得る可能性を示した。 
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第三章 重層扁平上皮細胞シート接着後の創傷治癒機構解析 
 
Kasai, Y, Takeda, N, Kobayashi, S, Takagi, R and Yamato, M (2017) Cellular events and 
behaviors after grafting of stratified squamous epithelial cell sheet onto a hydrated 
collagen gel, FEBS Open Bio, DOI: 10.1002/2211-5463.12213. [1]より改変・転載 
 
3.1 諸言 
 
3.1.1 本研究の意義 
 
 生体組織・臓器の機能や病変の分子機構が分子生物学的に理解され、培養技
術も進歩したことによって、自家の培養細胞を用いた移植治療が考案されてき
た。この治療方針の決定や治療効果の向上を達成し、治療方法として確立する
ためには、移植後の細胞の挙動を分子レベルで理解することが上で非常に重要
である。 
 第一章に記載した通り、食道粘膜癌の内視鏡的切除の合併症である狭窄の防
止と創傷治癒の促進において、自家口腔上皮細胞シートの移植は極めて有効で
あり高い治療成績を収めている。しかし、細胞シート移植後の治癒の詳細な分
子機構は未だ不明な点が多い。 
 分子機構解明の研究を行う上で、動物モデル実験で用いるマウスやラットの
食道は大変狭く、モデルの作製および細胞シートの移植実験は困難を要する。
加えて、ブタモデルでは詳細な解析に必要な抗体やゲノムDNA情報が多くない。
他方、ヒトでは全ゲノムの解明により詳細な解析が出来得る一方で、治癒過程
の分子機構の解析を行うには、患者へ折角移植した治療途中の組織を経時的に
採取して、タンパク質発現解析や遺伝子発現解析などをする必要があり、これ
らは患者の治療を第一に考えると現実的ではない。 
 このため、重層扁平上皮細胞シートの接着後の挙動を解析するには、ヒトサ
ンプルを用いつつ、in vitro 実験で細胞シート接着後の経時的な挙動を詳細に理
解することが重要と考えられた。したがって、本研究では、in vitro のシンプル
な実験系を確立することからはじめ、続いて細胞シート接着後の挙動について
経時的な解析を行った。 
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3.1.2上皮細胞の動的挙動に関する既存研究 
 
 上皮細胞は単一細胞レベルで、接着や遊走挙動が詳細に研究されてきた。細
胞と基質の接着では、インテグリンが細胞外マトリックスタンパク質と結合し、
細胞内にシグナルを伝達して接着斑を形成する。さらにアクチンフィラメント
の重合化とインテグリンのさらなる集積がなされ、接着依存細胞である上皮細
胞はアノイキスから免れることができる。接着した上皮細胞の内部では、アク
チンに結合するミオシンがリン酸化を受けてアクトミオシンとして働き、細胞
は遊走する[2, 3]。 
 また、重層扁平上皮細胞は Ca2+存在下で培養すると、カドヘリンによる細胞
間接着が形成されて上皮の極性化が誘導され、コンフルエント後から重層化す
る[4]。一方で、Ca2+濃度が低い条件下ではカドヘリンによる細胞間接着が形成
されず、間葉系様の性質を示すことが知られている[5]。また、上皮細胞の創傷
治癒機構や集団的遊走挙動を調べるスクラッチアッセイという研究も行われて
きた[6]。 
 
3.1.3 In vitroモデル系を用いた接着後の上皮細胞シートの挙動解析 
 
 本博士研究では、多数の細胞から成る重層扁平上皮細胞シートを対象として
研究を進める。表皮細胞と口腔粘膜上皮は共に重層扁平上皮に分類され、角化
層以外のタンパク質発現パターンは近いとされている（第一章）。第一章で述べ
た細胞シート移植の臨床研究で細胞ソースとした口腔粘膜は面積が狭く上皮細
胞の採取量に限度があることから、より広範囲にわたって細胞採取ができる表
皮も細胞ソースとして期待され、表皮細胞シートを食道へ移植する研究も進め
られている[7]。そこで、市販品として入手しやすいヒト表皮角化細胞（Normal 
human epidermal keratinocytes, NHEK）細胞を用いて細胞シートを作製し、実験を
行った。 
 本研究ではまず、NHEK 細胞シートの移植に伴う動的な挙動を分子レベルで
正確に解析ができる in vitro モデルを確立し、接着後の運動を経時的に観察する
と共に、接着前および接着後のいくつかの時点でのタンパク質ならびに遺伝子
の発現パターンを免疫染色および定量 PCR によって詳細に解析した。In vitro モ
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デルの確立において、細胞シートを貼付する基材は生体で細胞が接着している
基質に類似していることが望ましい。ただし、食道癌切除後に露出する結合組
織は、I 型コラーゲンを基盤に線維芽細胞、血管内皮細胞、血栓（フィブリン）
など多くの構成要素が存在し、組み合わせによっては無数の因子となる。多く
の因子との相互作用に注目する以前に、接着後の細胞シートの基本的な挙動を
解析することを第一目標として取り組むために、I型コラーゲンハイドロゲルを
主たる接着用基材として用いて本研究を進めた。 
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3.2 材料と方法 
 
3.2.1 材料 
3.2.1.1 実験サンプル 
 
・ヒト皮膚ケラチノサイト , 新生児（Normal Human Epidermal Keratinocyte- 
Neonatal, NHEK; 00192907, Lonza） 
・ヒト皮膚線維芽細胞, 新生児（Normal Human Dermal Fibroblasts-Neonatal, NHDF; 
CC-2509, Lonza） 
 
3.2.1.2 試薬 
 
培養に使用した試薬 
・KGM-Gold（00192152, Lonza） 
・DMEM（D6429, Sigma-aldrich） 
・Nutrient mixture F-12 Ham（F-12; N4888, Sigma-aldrich） 
・Penicillin streptomycin（PS; 15140, Gibco） 
・FBS（S1650-500, Japan bioserum） 
・セルバンカー（CB011, 日本全薬工業） 
・トリプシン EDTA（T4174, Sigma-aldrich） 
・トリプシンインヒビター（CC-5002, Lonza） 
・0.4 % トリパンブルー溶液（T8154, Sigma-aldrich） 
・ハイドロコルチゾン（080-05581, 和光純薬工業） 
・トリヨードチロシン（592-12121, 和光純薬工業） 
・コレラトキシン（030-16331, 和光純薬工業） 
・インスリン（41400-045, Gibco） 
・トランスフェリン（11107-018, Gibco） 
・EGF（13247-051, Invitrogen） 
・I型コラーゲンゲル（Typr I-A, 新田ゼラチン） 
70 
 
・Imatinib（SML1027, Sigma-aldrich） 
・SB216763（ab120202, Abcam） 
・Platelet-derived growth factor receptortyrosine kinase inhibitor III （PDGF RKI; 
sc-204173, Santa cruz） 
・TGF-β1 receptor kinase inhibitor（TGF-β1 RKI; 616451, Calbiochem） 
・Dimethyl sulfoxide (DMSO)（047-29353, 和光純薬工業） 
 
定量 PCR に使用した試薬 
・RNA 抽出キット（RNeasy Plus Mini Kit; 74134, Qiagen） 
・First strand cDNA Synthesis（NP100041, Origene） 
・TaqMan fast advanced master mix（4444557, Applied biosystems） 
・6-FAM dye-labeled TaqMan prove（Applied biosystems）以下詳細 
GAPDH: Hs99999905_m1, VIM: Hs00185584_m1, CDH2: Hs00983056_m1, FN1: 
Hs00365058_m1, TWIST1: Hs00361186_m1, CDH1: Hs00170423_m1, COL17A1: 
Hs00990036_m1, MKI67: Hs01032443_m1, TP63: Hs00978339_m1, FLG: 
Hs00856927_g1 
 
3.2.1.3 使用器具・機器 
 
・6 ウェルプレート（353502, Falcon） 
・温度応答性インサート（セルシード） 
・スカルペル No.14（219AABZX00136000, フェザー安全剃刀） 
・シェーカー（Shake-XR, Taitec） 
・パラフィン包埋機（Tissue-Tek VIP, Sakura finetek） 
・パラフィンブロック作製機（EG1150 H, EG1150 C, Leica） 
・逆転写装置（iCycler, Biorad） 
・PCR 装置（7500 Real Time PCR System, Applied biosystems） 
・タイムラプス顕微鏡（Eclipse Ti, Nicon） 
・ステージインキュベーター（GM-8000, 東海ヒット） 
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3.2.1.4 第三章で使用した抗体一覧 
 
表 3-1. 抗体一覧 
抗体名 クローン 
免疫染色 
希釈濃度 
カタログナンバーと会社名 
Pan-cytokeratin AE1/AE3 1/100 ab27988, Abcam 
E-cadherin NCH-38 1/100 M3612, Dako 
β-catenin β-catenin 1/100 M3539, Dako 
Type I collagen - 1/400 ab34710, Abcam 
Integrin β1 - 1/100-200 4706, Cell signaling 
Integrin β4 - 1/200 4707, Cell signaling 
Integrin α2 EPR5788 1/400 ab133557, Abcam 
Integrin α5 - 1/400-500 4705, Cell signaling 
Type XVII collagen NC16A-3 1/30 ab79878, Abcam 
Laminin 5 - 1/100 ab14509, Abcam 
Ki67 MIB-1 1/100 M7240, Dako 
p63 4A4 1/50 sc-8431, Santa cruz 
Phospho-myosin light 
chain 2 (Thr 18/Ser 19)  
- 1/50 3674, Cell signaling 
Keratin 1 34βB4 1/100 NCL-CK1, Leica 
Filaggrin FLG01 1/100 
MA5-13440, Thermo fisher 
science  
N-cadherin D4R1H 1/100 13116, Cell signaling 
Vimentin V9 1/50 M0725, Dako 
【[1]より改変・転載】 
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3.2.2 試薬の準備（調製）と手技・方法 
3.2.2.1 KCMの調製 
 
 GMP を準拠した試薬ではないが、既報と同様の培地（Keratinocyte Culture 
Medium, KCM）を調製した[5, 8]。KCM は商品として販売されていないため、実
験毎に以下の通りに調製し、2 カ月以内に使用した。まず、基礎培地 DMEM と
F-12 を 3:1 の割合で混合し、ここに、1% PS、5% FBS、ハイドロコルチゾン 0.4 
µg/mL、トリヨードチロニン 2 nM、コレラトキシン 1 nM、インスリン 5 µg/mL、
トランスフェリン 5 µg/mL、EGF 10 ng/mL の濃度で添加した。 
 
3.2.2.2 培養基材の作製 
 
 これまでの前臨床および臨床研究において、上皮細胞シートは主に粘膜上皮
を除去した結合組織に移植されてきた。結合組織は I型コラーゲンに富み、水分
を多く含む組織である。このことから I型コラーゲンゲルを培養基材として用い
た。購入先である新田ゼラチンが推奨している手法に沿ってコラーゲン溶液を
作製し、35 mm 培養皿一枚につき 2 mL ずつ注ぎ、37℃で 30 分以上インキュベ
ートしてゲル化させた。ゲル内にフィーダー細胞を添加する実験の場合（3.3.6）、
過去の上皮様組織作製の報告を参考にし、ヒト線維芽細胞（Normal human dermal 
fibroblast, NHDF）細胞、マウス線維芽細胞（3T3）、ヒト臍帯静脈内皮細胞（Human 
umbilical vein endothelial cells, HUVEC）、ヒト大動脈平滑筋細胞（Aortic smooth 
muscle cells, AoSMC）を 1 × 105 viable cells/mL の濃度で包埋させた[9]。また、
NHDF：AoSMC：HUVEC：ヒト骨格筋筋芽細胞（Human skeletal muscle myoblasts, 
HSMM）を 1：1：1：1 で混合して包埋させたコラーゲンゲルも作製した（Mix）。 
 
3.2.2.3 阻害剤 
 
 Imatinib、SB216763、PDGF receptor tyrosine kinase inhibitor III（PDGF RKI）、
TGF-β1 receptor kinase inhibitor（TGF-β1 RKI）は DMSO に溶かし、それぞれ、10 
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mM、5 mM、10 mg/mL、3.7 mM の濃度で保存し、最終濃度をそれぞれ、10 µM[10]、
10 µM[11]、30 µM[12]、1 µM[13]になるように KCM に添加した。 
 
3.2.2.4 NHEK細胞シートの作製と培養 
 
 上皮細胞シートの作製は確立された方法に沿って行った。購入した細胞で多
くの実験を行うため、まず継代によって細胞を増やした後、凍結保存を行った。
NHEK は株細胞として確立されていない初代細胞であるため、Lot. によってそ
の性状が異なっている。このため、細胞生存率、接着率、倍加時間、人種を予
め問い合わせた後に、特に接着率が 80%以上の細胞を購入した。 
 NHEK 細胞を 3000—5000 cells/cm2の密度で播種し、KGM-Gold を用いて、3—4
日間培養した。サブコンフルエントまで増殖した細胞をトリプシン EDTA によ
って剥離回収し、トリプシンインヒビターで反応を停止させた。セルバンカー
溶液に 1 × 106 cells/mL の濃度で分注し、-80℃で 1 日以上凍結させた後、-190℃
で保存した。なお、継代数が 2 を超えるあるいは 2 回以上凍結保存処理を行う
と細胞シートが作製できない場合があったことから、継代数は 1 あるいは 2 と
した。 
 まず、温度応答性インサートを 6 ウェルプレートに取り付け、3.2.2.1 で調製
した KCM を、6 ウェルプレートに 2.5 mL と温度応答性インサートに 1.5 mL 加
えた。トリパンブルーアッセイで細胞の生存率を確認した後、インサート上に
NHEK の生細胞を 3—4 × 104 cells/cm2の密度で播種し、細胞が均一に播かれてい
ることを位相差顕微鏡で確認した後、37℃で培養を開始した。サブコンフルエ
ントで一度培地交換を行い、コンフルエント後は毎日培地交換を行った。細胞
は 4—6 日の間でコンフルエントに達し、9 あるいは 10 日目に細胞シートとして
剥離回収し、続いてゲルへの接着実験を行った。 
 
3.2.2.5 NHEK細胞シートの接着挙動アッセイ 
 
 前節の条件で 9—10 日間培養した NHEK 細胞を 20℃の CO2インキュベーター
で 30 分インキュベートさせた後、ピンセットを用いて温度応答性インサートか
ら細胞シートを剥離した。剥離後の細胞シートを乗せたままスカルペルを用い
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3.2.2.6 細胞シートのパラフィン包埋ブロックおよびパラフィン切片
作製 
 
 接着実験を終えた細胞シートはゲルと接着を維持したまま培養皿から回収す
ることができた。これより、免疫染色による細胞シートの断面の解析が可能と
なり、このためのパラフィンブロック作製方法を以下に記載する。 
 剥離直後の細胞シートや、接着後の細胞シートを PBS で 2 回洗浄した後に、
4% PFA にプロテアーゼ・ホスファターゼインヒビターを加えた固定溶液を滴下
し、4℃で 1 晩以上固定した。過固定を避けるため、PFA 固定期間は 2 週間以内
とした。PFA 固定後のサンプルは、水道水で 1—3 時間洗浄した後に、70%、80%、
90%、100%エタノールに各 1 時間浸して脱水した。この後、パラフィン包埋機
を用いて 100%エタノールに 4 回、キシレンに 4 回、液体パラフィン（60℃）に
2回をそれぞれ1時間間隔で処理し、サンプルをパラフィンで置換した。この後、
ステンレストレーに細胞シートを直立させた後、-5℃のプレートで急冷させてパ
ラフィンブロックを作製した。 
 切片試料の作製ならびに免疫染色の実験は第二章の 2.2.2.6のプロトコルに従
って実施した。 
 
3.2.2.7 IHC Profilerによる免疫染色結果の定量化 
 
 免疫染色の結果を定量化するために、ImageJ プラグインの一つである IHC 
Profiler を用いた。この IHC Profiler は、対象画像の DAB 染色の強さを、自動的
に High positive（HP）、Positive（P）、Low Positive（LP）、Negative（N）の 4 つ
のレベルに分類して、この割合をパーセンテージで表すことができる[14]。さら
に、この領域の割合のバランスから独自のアルゴリズムに基づいて発現の最終
的な強度を 4 段階のいずれかに決定する。免疫染色において、発現の強弱を論
じる場合には、この IHC Profiler を用いて解析した。 
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3.2.2.8 NHEK細胞シート接着による核の角度の測定 
 
 パラフィン切片の各試料について 15枚ずつの切片（切片の間隔は 20 µm以上）
にヘマトキシリン・エオシン（Hematoxylin-eosin, HE）染色を施し、核の角度を
測定した（n = 5、測定した核の合計 1032 個）。移植後の細胞シートにおいては、
ゲルに接着している細胞シートの基底部の細胞に注目して計測した。 
 
3.2.2.9 NHEK細胞シート接着後の増殖測定 
 
 パラフィン切片の各試料について 15枚ずつの切片（切片の間隔は 20 µm以上）
に Ki67 の免疫染色を施し、切片 1 枚あたりの陽性細胞の数を測定した（n = 5） 
 
3.2.2.10 遺伝子発現解析 
 
 ゲル上での細胞シートの培養が終了した後に、培養皿から培地を除去し、PBS
で洗浄した。続いて細胞シート 1 枚から RNA 抽出キットを用いて Total RNA を
抽出した[5]。回収した Total RNA から逆転写をして cDNA を作製し、TaqMan プ
ローブおよび DNA 合成酵素を用いて定量 PCR を行った。インターナルコント
ロールとして GAPDH を用い、定量的解析を行った。 
 
3.2.2.11粒子イメージ流速計測法（Particle image velocimetry, PIV）に
よる NHEK細胞シート遊走挙動の定量解析 
 
 ImageJ プラグインの粒子イメージ流速計測法（Particle image velocimetry, 
PIV）を用いて、タイムラプス観察画像の連続した 2 枚の写真から pixel の変化
を読み込み、細胞シートの遊走挙動を解析した。顕微鏡画像における単位長あ
たりの pixel 数を測定した後（ImageJ, Set scale）、細胞が直線的に移動したとの仮
定の下で、移動した pixel の数から遊走速度の計算を行った。 
77 
 
 
（例） 
一つの細胞が、30 分間隔で撮影したタイムラプス画像の 2 枚の写真間で 10 pixel
移動したとする。また、pixel あたりの長さは pixel/micron で表示され、例えば
0.5 [pixel/micron]とすると、 
 
10 [pixel] ÷ 0.5 [pixel/micron] = 20 µm 
30 分間隔（0.5 h）で撮影したサンプルなので、遊走速度は 
20 ÷ 0.5 = 40 [µm/h] と見積もられる。 
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た。E-cadherin は接着結合やデスモソーム結合といった上皮の細胞—細胞間接着
に関与するタンパク質であり、上皮細胞シートの免疫染色では細胞一つ一つを
取り囲むような染色パターンを示した。β-catenin は E-cadherin の細胞内裏打ちタ
ンパク質であるとともに、Wnt/β-catenin シグナル伝達経路では重要な核内転写
因子の一つとして知られるが、免疫染色の結果、細胞シートおよびヒト上皮組
織試料で細胞間接着に寄与している発現パターンを示した。Type I collagen は線
維芽細胞などから生成され、生体で約 30%を占める主要な細胞外マトリックス
タンパク質として知られる。したがって、上皮細胞シートならびにヒト上皮組
織試料には発現が見られず、Type I collagen は上皮細胞培養の間に生成されない
ことが示された。一方で、コントロールのヒト粘膜上皮組織の結合組織部位か
ら発現が検出され、免疫染色が正確に機能していることは明らかであった。
Laminin 5 は上皮細胞シートでは基底細胞の全体的に発現が観察されたが、ヒト
組織試料では上皮組織と結合組織をつなぐ基底膜タンパク質に発現が見られ、
わずかに差異があった。数種の Integrin と Type XVII collagen は細胞シートの基
底細胞の基底表面ならびに細胞間に発現していた。これらの基底層に発現する
タンパク質は、温度応答性インサートから剥離回収後も温存されていたことも
確認した。Ki67 と p63 は、上皮細胞シートの基底側の核内で発現が見られ、細
胞の増殖能や未分化性が維持されていることが示唆された。最も大きい分子量
ケラチンで高い強度をもつ K1 ならびに、この K1 を架橋し細胞の強度を補強す
る Filaggrinは、培養 10日で作製した細胞シートの上層でわずかに発現しており、
終末分化にまで近づいていた細胞の存在が示唆された。アクチンと複合体を形
成し、アクトミオシンとして細胞の動的挙動を制御する P-MLC は、上皮細胞シ
ートとして剥離すると基底層での発現は低下するが、上層での発現は維持され
ており、細胞シートの動的挙動に関与すると考えられた。Vimentin は細胞シー
トの基底層ならびに結合組織に存在する線維芽細胞に発現が見られた。（図 3-2、
図 3-3）。これらの発現パターンは上層と基底層に分けて、IHC Profilar によって
定量化し、表 3-2 に記載した。 
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表 3-2. IHC Profiler による剥離後 NHEK 細胞シートの免疫染色結果の定量化。 
 
上層 
 
基底層 
抗体名 HP P LP N   HP P LP N 
Pan-cytokeratin 52.0 17.3 17.4 13.3 
 
37.6 9.1 15.6 37.3 
E-cadherin 37.8 19.0 16.8 26.3 
 
28.8 17.1 20.8 33.2 
β-catenin 19.3 28.4 27.8 24.6 
 
1.9 9.7 40.4 48.1 
N-cadherin 0.0 0.0 2.2 97.8 
 
0.0 0.5 8.8 90.7 
Vimentin 1.3 7.1 22.1 69.5 
 
19.6 18.7 21.2 40.5 
Type I collagen 0.0 0.0 0.0 100.0 
 
0.0 0.0 1.8 98.2 
Integrin β1 1.0 3.9 8.6 86.5 
 
18.2 19.8 14.1 47.9 
Integrin β4 0.0 1.6 15.5 82.8 
 
10.3 17.9 30.5 41.4 
Integrin α2 0.6 5.1 16.8 77.5 
 
64.9 22.0 8.3 4.9 
Type XVII collagen 0.2 2.9 9.2 87.7 
 
63.5 24.2 6.9 5.4 
Laminin 5 0.0 1.2 24.4 74.3 
 
40.7 17.1 28.4 13.8 
K1 0.1 0.3 3.4 96.3 
 
0.0 0.0 1.6 98.4 
Filaggrin 7.2 11.0 23.1 58.8 
 
1.3 2.1 3.7 93.0 
Ki67 0.0 0.0 0.0 100.0 
 
19.6 13.2 19.9 47.2 
p63 25.7 13.0 20.1 41.2 
 
29.7 19.1 19.6 31.6 
Phospho-myosin light 
chain 2 (Thr 18/Ser 19)  
1.1 9.6 57.1 32.2   1.5 4.2 10.4 83.9 
HP: High Positive、P: Positive、LP: Low Positive、N: Negative。最終的な発現の強さを白抜き
で記載した。【[1]より改変・転載】 
 
 このように NHEK 細胞シートは、生体組織よりは薄いものの、上皮に特徴的
な基底層と上層での異なる細胞形状が認められ、タンパク質発現パターンも上
皮組織特有の極性を示すことが確認された。 
 
3.3.2 NHEK細胞シート接着アッセイ 
 
 続いて、NHEK 細胞シートの接着による動的な挙動変化を解析する in vitro モ
デル系を検討した。培養基材には 3.2.2.2で述べた I型コラーゲンゲルを用いた。
まず、細胞シートがゲルに接着するのに要する十分な時間を検討した。細胞シ
ートの基底面をコラーゲンゲルに静置した後、ナイロンメッシュをかぶせた約
0.6 gのシリコンのおもりを載せて 37℃でインキュベーションする時間を変化さ
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3.3.3 コラーゲンゲルへの接着後の NHEK 細胞シートのタンパク質
発現パターンの変化 
 
 細胞シートをゲルに接着させてから 1 日後の切片を免疫染色によって解析す
ると、上層での発現パターンはほとんど変化がなかったが、基底層では発現パ
ターンに差異があった。細胞—細胞間接着を担う E-cadherin は、接着前において
基底層で Positive であったが（HP, 37.8%; P, 19.0%; LP, 16.8%, N, 26.3%）、接着 1
日後では Negative と判定された（HP, 0.2%; P, 1.2%; LP, 7.9%, N, 90.7%）。また、
β-catenin も接着前は（HP, 1.9%; P: 9.6%; LP, 40.4%; N, 48.1%）であったのに対し、
（HP, 1.8%; P: 9.2%; LP, 28.9%; N, 60.2%）となり、共に LP に分類されたが、
Negative の割合が上がっており、発現の低下が観察された。また、高い間葉系の
性質を持つ細胞に特徴的な β-catenin の核内移行は観察されなかった。これより、
細胞間接着が低下したと考えられた。さらに、基底層では Vimentin が発現して
おり（HP, 37.5%; P: 24.9%; LP, 22.2%; N, 15.3%）、細胞間接着を解き、間葉系の
性質の一部が観察された。さらに、接着前は基底層で Negative と判定されたリ
ン酸化ミオシン（P-MLC）は（HP, 1.5%; P: 4.2%; LP, 10.4%; N, 83.9%）、接着後
に Low positive として発現しており（HP, 0.5%; P: 8.4%; LP, 35.0%; N, 56.1%）、接
着後の細胞シートは全層にわたって性状が動的に変化すると考えられた（図
3-7）。これより、接着後の細胞シートの基底層では、細胞間接着を解くという
EMT の初期段階に特徴的な挙動が観察され、遊走能を持つことが示唆された。 
 Type XVII collagen は接着前と接着後の両方で発現し、その部位もほとんど変
わらず、細胞基底層の基底表面ならびに細胞—細胞間に発現が見られた。一方、
接着前は基底表面ならびに細胞間に位置していた Integrin β4 は、発現のレベルは
接着の前後で変わらなかったものの（接着前: HP, 10.3%; P: 17.9%; LP, 30.5%; N, 
41.4%; 接着後: HP, 1.9%; P: 9.6%; LP, 40.4%; N, 48.1%）、接着後は細胞—コラーゲ
ンゲル間に位置し、細胞—コラーゲンゲル接着に働くことが示唆された。これら
の基底層の発現パターンを IHC Profilar で解析した結果を表 3-3 に記載した。 
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表 3-3. IHC Profilerによる接着前後のNHEK細胞シートの基底層の免疫染色結果の定量化。 
 
接着前 
 
接着 1日後 
  HP P LP N   HP P LP N 
E-cadherin 28.7 17.2 20.8 33.2 
 
0.2 1.2 7.9 90.7 
β-catenin 1.9 9.6 40.4 48.1 
 
1.8 9.2 28.9 60.2 
Vimentin 19.6 18.7 21.2 40.5 
 
37.5 24.9 22.2 15.3 
Phospho-myosin light 
chain 2 (Thr 18/Ser 19)  
1.5 4.2 10.4 83.9 
 
0.5 8.4 35.0 56.1 
Type XVII collagen 63.5 24.2 6.9 5.4 
 
20.3 27.9 29.5 22.3 
Integrin β4 10.3 17.9 30.5 41.4 
 
12.9 18.7 30.9 37.5 
HP: High Positive、P: Positive、LP: Low Positive、N: Negative。最終的な発現の強さを白抜き
で記載した。【[1]より改変・転載】 
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進んでおり、厚みのあるところでは 10 層以上重なっていた。中央部位の上層に
は分化マーカーである K1、Filaggrin が強く発現していた。これらは、遊走の先
端部位には発現していなかった。これより、細胞シートの遊走は基底細胞が先
導したことが示され、前節と整合性があった。 
 E-cadherin および β-catenin は基底細胞の横に隣合うの細胞間にほとんど発現
していなかったが、基底層—基底上層の細胞間ならびに上層の細胞同士の間に発
現しており、数層の細胞を繋ぎ止めていると推測された。また、Vimentin の発
現は遊走の先端部位の基底層で発現していた。したがって、接着 1 日後で観察
された Partial EMT が基底層で維持されており、この結果遊走が起こったことが
推察された。 
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3.3.5 NHEK細胞シートの集団的遊走パターン 
 
 細胞シートが創傷治癒能力をもつ仮説を立証し、創傷の面積に対して必要な
細胞シートの枚数などを決めるためには、遊走挙動を経時的に観察し、被覆範
囲や遊走速度などを定量化することが重要である。 
 この遊走パターンや速度を解析するために、特に細胞シートの縁に注目し、
30 分毎に 7 日間にわたって位相差顕微鏡を用いてタイムラプス撮影を行った。 
 接着初期段階である 0—2 日目では、前節と同様に細胞シートの縁からの遊走
細胞がほとんど観察されず、むしろ、細胞シート全体が後退する挙動が観察さ
れた（図 3-12a, b）。このタイムラプス観察結果から、Image J の PIV プラグイン
を用いて微小領域毎のベクトルマップを作成し細胞シートが動いた方向を示し
たところ（図 3-12c）、速い部分では 30 µm/h を超える速度で退縮が起こっていた。
このように、重層扁平上皮細胞シートの遊走挙動は一方向に進むだけではない
ことを見出した。 
 
 
図 3-12. 接着 0—2 日目の細胞シートの遊走挙動。(a) 細胞シート接着 0 日目。(b) 細胞シー
ト接着 2 日目。黄色破線：0 日目の細胞シートの縁の位置。(c) PIV 解析による接着 0 日目の
細胞の遊走運動のベクトルマップ。細胞シートの遊走方向と距離および速さがそれぞれ矢
印の方向と長さおよび色で表記されている（速度：赤:30.0 µm/h; 橙: 26.7 µm/h; 黄: 20.0 
µm/h; 緑: 13.4 µm/h; 青: 6.7 µm/h; 紫: ≦6.7 µm/h）。スケールバー：400 µm。 
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 これより、接着後の NHEK 細胞シートは静的かつ固定された構造を持つので
はなく、各細胞の配置を動的に変化させ、全体として運動することが明らかと
なった。 
 さらにタイムラプス画像の詳細な観察からは、細胞シートの上層と基底層と
では異なる方向に運動するケースも観察された。特に、シートの縁に突出して
いる基底細胞の遊走が顕著に大きく、図 3-8 で観察された細胞シートの縁での新
たな一層の細胞層の出現は、細胞シートの退縮により基底層現れたのではなく、
上層の収縮挙動に勝る運動性をもつ基底層の細胞の集団的遊走によるものであ
ることが明らかになった。 
 細胞シート接着後 5—7 日目では収縮挙動がほとんど観察されなくなり、外方
向への遊走挙動がほとんどであった。さらに、基底細胞の遊走に同調して上層
も共に移動し、結果として細胞シート全体が動く挙動も観察された（図 3-15）。
上層で Partial EMT 挙動が観察されておらず、基底層—基底上層の細胞間接着が
維持されていたことから（図 3-7、図 3-9）、遊走する基底層細胞に上層が引きず
られたものと考えられた。 
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図 3-15. 細胞シート遊走の経時的観察。(a) 接着 5 日目。(b) 接着 6 日目。黄色破線：細胞
シート基底層の縁。(c) PIV 解析による接着 6 日目の細胞の遊走運動のベクトルマップ。細
胞シートの遊走方向と距離および速さがそれぞれ矢印の方向と長さおよび色で表記されて
いる（速度：赤: 46.7 µm/h; 橙: 36.7 µm/h; 黄: 26.7 µm/h; 緑: 20.0 µm/h; 青: 10.0 µm/h; 紫: ≦
10.0 µm/h）。スケールバー：400 µm。 
 
 接着 7 日目の細胞シートを観察すると、およそ全周にわたり遊走細胞が観察
された（図 3-16a）。これより、細胞シートは等方的に伸展し、創傷部位を被覆
する能力があることが示唆された。しかし、本モデル実験においては被覆面積
は接着直後と大きく変わらず、むしろ収縮している結果も得られた（図 3-16b）。
In vitro の本実験系はコラーゲンゲルのみで作製されており、結合組織に加えて
線維芽細胞など多くの構成要素が存在する実際の創傷床とは状況が大きく異な
ることに由来することも考えられた。 
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図 3-18. 線維芽細胞をゲルに包埋した条件での細胞シート遊走の経時的観察。(a) 接着 2 日
目。(b) 接着 3 日目。黄色破線：細胞シート基底層の縁。(c) PIV 解析による細胞の遊走運動
のベクトルマップの代表例。細胞シートの遊走方向と距離および速度がそれぞれ矢印の方
向と長さおよび色で表記されている（速度：赤: 66.7 µm/h; 橙: 53.3 µm/h; 黄: 40.0 µm/h; 緑: 
26.7 µm/h; 青: 13.3 µm/h; 紫: ≦13.3 µm/h）。スケールバー：400 µm。【[1]より改変・転載】 
 
 ゲルへ線維芽細胞を添加し共培養した細胞シートを免疫染色によって解析を
した（図 3-19）。細胞シートは一様に 1—4 層からなっており、線維芽細胞と共培
養しない場合と比べて薄くなっていることが観察されたが、NHEK 細胞シート
のタンパク質発現パターンはほとんど同様であった。非共培養時に上層に発現
する Filaggrin がほとんどみられないとの違いは見られたが、これは上層が剥が
れ落ちたことによると考えられた。ゲル表面に存在する細胞シートは
Pan-cytokeratin が陽性であり、この Pan-cytokeratin 陽性細胞のゲル内浸潤はみら
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 細胞シート接着後の免疫染色実験では、EMT の特徴とされる E-cadherin なら
びに β-catenin の減少が見られたことから、β-catenin がこの EMT 挙動に重要であ
り、Wnt/β-catenin 経路を介した EMT が起こったと考えられた[16, 17]。そこで、
Wnt/β-catenin 経路の阻害剤である Imatinib の添加や[10, 18]、促進剤である
SB216763 を加え[11]、各細胞シートの遊走挙動を観察した。この二つの試薬を
添加すると、どちらも遊走を抑制した（図 3-24）。 
 ここで Imatinib は Wnt/β-catenin 経路のみならず、PDGF 経路も阻害する試薬と
して知られているため、次にPDGF経路を仮定して、PDGF receptor kinase inhibitor
（PDGF RKI）を用いた実験も行ったところ、遊走能を顕著に抑制した。これら
のことから、Wnt/β-catenin 経路の促進剤で遊走能促進がなされなかったため、
Wnt/β-catenin 経路で EMT が起こっている可能性は低いと考えられた。一方で、
PDGF 経路の可能性は残っており、阻害剤の濃度の検討やシグナルの上流および
下流の因子をそれぞれ阻害する実験により詳細な知見が得られると期待される。 
 また、他の有名なEMT経路であるTGF-β1経路の阻害剤であるTGF-β1 receptor 
kinase inhibitor（TGF-β1 RKI）を加えた実験も同様に行ったが、細胞シートの縁
から遊走細胞が観察されており、TGF-β1 経路ではない EMT 経路であることが
示唆された。 
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3.4 考察 
 
3.4.1 I型コラーゲンゲルを用いた細胞シート接着の in vitroモデル実
験 
 
 細胞シートのような細胞群を移植する再生医療は、機能が損なわれた組織・
器官を代替・再生する未来の医療として期待されている。このためには前述の
通り、臨床試験を蓄積して安全性を高めていくアプローチも重要であるが、モ
デル系や実験動物を用いた基礎研究により接着・移植後の細胞シートの動態を
分子レベルで明らかにし、治療の効果を科学的に実証することも必要である。 
 食道粘膜癌切除後の創傷床の約 50%を覆うように重層扁平上皮細胞シートを
移植すると、術傷が早く治り、狭窄を予防できる臨床結果が得られている[19]。
しかし、患者に移植後の細胞シートの動態を非侵襲的に解析することは大変難
しいため、術後観察のみに留まっており、細胞シートの細胞はどのように組織
の再生に寄与するのか未だに不明確である。そこで、本研究では I 型コラーゲン
ゲルを用いて細胞シートの接着後の挙動を詳細に評価出来得るシンプルな in 
vitro モデルを考案し、細胞シート接着後の経時的変化を詳細に解析した。 
 コラーゲンゲルの他に、I型コラーゲンコート、ラミニンコートまたはフィブ
ロネクチンコートをしたディッシュ、さらにフィブリンゲルやマトリゲルでも
同様の実験を行ったが、細胞シートはほとんど接着できなかった。接着先のタ
ンパク質がほとんど同じであっても、細胞シートが接着する適切な硬さやイン
テグリンが認識するタンパク質の重要性が示唆された。 
 これらの検討を踏まえて I型コラーゲンゲルの in vitro モデルを確立した。結
果に示した通り、ゲルと細胞シートが隙間なく激しい振盪にも耐えられる強固
な接着を形成することができ、接着後の細胞シートの挙動を観察・解析するの
に適した実験系を確立することに成功した。 
 
3.4.2 接着前の遊離の NHEK細胞シートの性状 
 
 NHEK 細胞は容易に入手することができ、細胞播種も簡便であると共に、継
代をすることにより多くの細胞が得られる利点がある。さらに、ヒトの上皮細
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胞であるため抗体の研究が進んでいることや臨床に直接的に応用出来得ること
などから、NHEK 細胞シートは本研究を進める上で適していると考えられる。 
 NHEK 細胞から作製した上皮細胞シートは、強固な細胞間接着や 100 µm もの
厚みがあるなど重層化上皮の特性を適切に維持した組織片になり、重層扁平上
皮細胞シートの接着後の挙動を解析するのに適していたことを免疫染色によっ
て確認した（図 3-2）。 
 温度応答性インサートから剥離し、ゲルに接着前の NHEK 細胞シートの基底
層では Laminin 5、Integrin、Type XVII collagen といった細胞—基質接着に重要な
タンパク質が発現し、タンパク質分解酵素を使わないで細胞を回収できる温度
応答性インサートの有用性を改めて確認することができた。このうち、Laminin 5
は培養の間に上皮細胞から分泌されることが知られており[20, 21]、本実験の細
胞シートでも Laminin 5 は基底層全体に発現が見られ、基底層細胞が分泌したこ
とが確認された。さらに、Integrin β4 は細胞間にも発現が見られた。Integrin が
細胞間の結合を担う分子機構の報告はほとんどないが、Integrin β4 は、上皮細胞
が分泌した Laminin 5 の受容体であるため[22, 23]、これを Integrin β4 が認識する
ことによって細胞間にも Integrin β4 が存在していたと考えられる。細胞の
Integrin がマトリックスタンパク質を認識すると、接着斑タンパク質を集積させ
てアクチンの重合を促す。このアクチンはリン酸化ミオシンと相互作用し、細
胞が遊走・増殖能を獲得することが広く知られている[3]。また、Laminin 5 は上
層には発現が見られず、分化すると Laminin 5 の産生が低下するもしくは産生さ
れないことが免疫染色の結果からわかった。これらのことから、NHEK 細胞シ
ートが極性を持ち、基底層と上層の性質が顕著に異なっていることを示し、基
底層が基質と強い結合を形成していたことも支持した。 
 NHEK 細胞シートの上層では K1 や Filaggrin が発現し、機械的強度が高いと考
えられた。さらに、リン酸化ミオシンとアクチンの複合体であるアクトミオシ
ンは、カドヘリンを介して上皮のバリア機能の発現に寄与することが知られて
いる[24, 25]。よって、上層に発現していたリン酸化ミオシンはアクチンならび
にカドヘリンと相互作用して細胞間の隙間をなくしてバリア機能を高めるよう
に働き、これが細胞シートとして剥離した後の自発的な収縮と関連すると考え
られた。 
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状態を保った細胞シートは基底層のリン酸化ミオシンの発現が低下した。これ
は基底層細胞が足場を失った効果だと考えられた（図 3-13）。一方で、接着後の
細胞シートの基底層にはリン酸化ミオシンが発現しており遊走能の増大に寄与
したと考えられる。さらに、アクトミオシンが核の位置や形を制御した結果、
接着後の細胞シートの基底層細胞の核の長軸の角度が平行に近づいていったと
考えられた（図 3-10）。 
 
3.4.4 基底層における Partial EMT 
 
 EMT は、恒常的には静的で極性を持つ上皮細胞が、遊走や浸潤のような動的
な挙動を持つ間葉系細胞の性質を獲得する時に起こる分子機構である[29, 30]。
EMT は間葉系の性質を持った癌細胞で多く研究が進められており、TGF-β 経路、
JAK-STAT 経路、PDGF 経路、Notch 経路、Wnt/β-catenin 経路といった多くのジ
ャクスタクライン、パラクラインシグナル伝達が報告されている。これらいず
れの場合も第一段階として細胞間接着が減少する[31, 32]。本研究における細胞
シートの基底層では、コラーゲンゲルに接着後、間葉系マーカーの Vimentin が
陽性となり、細胞間接着を担う E-cadherin や β-catenin が低下し（図 3-7）、EMT
に基づいた遊走能獲得を示した（図 3-8）。その後、経時的な位相差顕微鏡観察
と免疫染色により、遊走を先導する細胞では数種類の IntegrinならびにType XVII 
collagen が陽性である一方で、上層のマーカーである K1 ならびに Filaggrin が陰
性であるということから、EMT を起した基底層細胞がやはり遊走したことも明
らかになった（図 3-9）。 
 EMT は、高い間葉系の性質を獲得するまでに多くの段階があることも報告さ
れており、中間の段階は Partial EMT、Hybrid epithelial/mesenchymal、Intermediate 
EMT、などと呼称される[33]。接着後の細胞シート基底層で、E-cadherin との結
合を失い、遊離した β-catenin は間葉系マーカーの転写因子として働き、高い間
葉系の性質や浸潤能の獲得がなされるとの知見がある[16, 17]。Wnt/β-catenin 経
路の阻害剤である Imatinib、または促進剤である SB216763 を添加した実験を行
ったが、どちらも遊走が阻害され、シグナル伝達経路の特定には至らなかった
（図 3-24、図 3-25）。薬剤添加実験によるシグナル伝達経路の詳細な解析には、
最適濃度やシグナル経路の上流と下流のそれぞれに特異的な阻害剤や促進剤な
どを行う余地があるとも考えられた。ただし、接着後の NHEK 細胞シートでは
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Vimentin は EMT や細胞遊走を誘導する機能を持ったタンパク質でもあるため
[35]、これが Partial EMT を誘導した可能性があると考えられた。 
 
3.4.5 細胞シートの遊走挙動 
 
 重層扁平上皮組織の集団的な遊走挙動は、すでに接着された状態かつ、遊走
方向が一方向に規定されたスクラッチアッセイなどで解析されてきた[36, 37]。
これらの解析により、上層の細胞が基底層を追い越しながら遊走するリープフ
ロッグ説[36]、発現ケラチンが変化しながら遊走する説[37]、基底層細胞が遊走
する説[38, 39]といったいくつかの説が提案されてきた。本研究では、重層扁平
上皮細胞シートをコラーゲンゲルのおよそ中心に接着させ、シート全周のいず
れの方向へも遊走できる条件で解析を行った。これにより、内向きに収縮して
細胞シートの強度を高めようとする上層の挙動や、この収縮があるにもかかわ
らず基底層細胞が様々な方向への遊走を先導して細胞シートを伸展させ、広範
囲にわたる創傷被覆に有効な挙動を示すことを明らかにした。 
 Partial EMT の各段階の詳細な定義にはさらなる研究が必要であるとされてい
るが、コラーゲンゲル内で上皮細胞は観察されず、本研究のモデル実験におい
ては浸潤しないことがわかった。すなわち、創傷治癒に働く II 型 EMT に分類さ
れると考えられる。上皮細胞シートが高い間葉系の性質である癌細胞のように
浸潤能を獲得しないことは移植治療において重要である。 
 本実験では、上層は剥離したものの、3 週後でも細胞シートの基底層がコラー
ゲンゲルとの接着を維持していた（図 3-26）。よって、細胞外マトリックスと接
着した基底層の上皮細胞は、細胞シート移植により食道上皮が再生に至るまで
の約 3 週の間[40]、被覆し続けられるということが示唆された。さらに、熱傷に
自家培養表皮移植する治療を施すと、12 年後でもその部位に培養経たことによ
って短くなったテロメアを持つ細胞が確認され、表皮細胞が残存したと考えら
れている[41]。よって移植した上皮細胞シートは数年にわたって接着を維持する
とも期待される。 
 以上をまとめた、接着後の重層扁平上皮細胞シートの遊走を含む動的挙動の
模式図を図 3-30 に示す。 
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著に伸展して上層が薄くなり、生体への移植結果と整合すると考えられた（図
3-17, 図 3-19）。 
 
3.4.6 第三章まとめ 
 
①細胞シート接着後の動的な挙動を詳細に解析ができるコラーゲンゲルを用い
た in vitro モデル実験系を確立した。 
②重層扁平上皮細胞シートは接着後、基底層において上皮系と間葉系の中間程
度の性質である Partial EMT を起こすことを明らかにした。 
③経時的な位相差顕微鏡観察により、接着後の重層扁平上皮細胞シートでは収
縮を伴いつつ Partial EMT を起こした基底層細胞が遊走することを示した。これ
より、細胞シートは接着後に遊走・伸展して創傷部位を被覆することで、治癒
に寄与すると考えられた。 
④NHDF を包埋したコラーゲンゲルに細胞シートを接着させると、細胞シート
の伸展度合が約 2 倍に増大した。これより、創傷部位を被覆して治癒に寄与す
る細胞シートの効果は線維芽細胞などが存在する実際の創傷床においてさらに
高まることが強く示唆された。 
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第四章 本研究の総括および今後の課題 
 
4.1 第一章の総括 
 
 第一章には、本研究を遂行するにあたり必要な、上皮組織の知見や細胞シー
トを用いた食道再生医療の概要について記載した。また、細胞シートを用いた
食道再生医療を優れた治療法として確立するためには、臨床研究によるデータ
の蓄積に加えて、基礎研究により細胞シートの安全性と有効性の根拠を示すこ
とが重要であることを指摘した。これらを踏まえて、本研究における細胞シー
ト作製のための細胞ソースとなる組織の低侵襲的な診断（第二章）ならびに細
胞シート接着後の挙動解析（第三章）の研究の目的と意義を説明した。 
 
4.2 第二章の総括および今後の課題 
 
4.2.1 第二章の総括 
 
 第二章では細胞シート治療の安全性向上を目指し、細胞シートを作製するた
めの細胞試料の性状判別（言わば品質管理）を簡便に行う手法を開発した。具
体的には低侵襲的に粘膜上皮細胞を採取するブラシバイオプシーとタンパク質
発現解析であるウエスタンブロッティングを組み合わせて、ブラシバイオプシ
ーウエスタンブロッティングを考案し、低侵襲的に口腔粘膜上皮組織の上層の
タンパク質発現解析ができる手法として確立した。さらに、ブラシバイオプシ
ーで正常組織から採取した上皮細胞試料は、培養上皮癌細胞との比較で異なる
タンパク質発現パターンを呈することも示した。これより本手法は上皮組織の
上層までケラチンの発現パターンが変化する前癌病変の白板症や扁平苔癬とい
った口腔粘膜病変を、低侵襲的に診断するために有効であることが示唆された。 
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4.2.2 今後の課題①：マーカータンパク質のさらなる検討 
 
 本研究では、分解されにくく死細胞でも残存しやすいタンパク質であるケラ
チンを分析対象とした。基底層のマーカーとして、核内転写因子タンパク質で
ある p63 も用いて解析を行い、p63 が検出されないことから基底層細胞が採取さ
れなかったと結論づけた。一方で、p63 は分化に伴って発現が低下することが知
られており[1]、採取した細胞がすでに分化したことにより p63 が陰性であると
考えられた。また、歯ブラシで擦過したことによるネクローシスの可能性も排
除できない。したがって、他の核内タンパク質をはじめとするケラチン以外の
タンパク質の発現解析を行うことや、アポトーシスマーカーの検出などを行う
ことによって、採取した細胞の種類や状態をより詳細にかつ網羅的に解析する
ことが重要である。 
 
4.2.3 今後の課題②：口腔病変患者の組織を用いた臨床研究 
 
 本研究では、正常ドナーの組織を用いてブラシバイオプシーウエスタンブロ
ッティングの手法を確立した。一方で、ブラシバイオプシーウエスタンブロッ
ティングを病変診断法として確立するためには、様々な口腔病変患者の組織を
用いた研究が重要である。このためには、倫理委員会への申請などを踏まえた
上での臨床研究の実施が必要である。 
 
4.3 第三章の総括および今後の課題 
 
4.3.1 第三章の総括 
 
 第三章では細胞シート移植による治療効果を分子生物学的手法に基づくデー
タで明らかにすることを目的とし、I 型コラーゲンゲルを用いたシンプルな in 
vitro モデル系を用いて細胞シート接着後の挙動を解析した。その結果、重層扁
平上皮細胞シートは基底層で Partial EMTを起こしてコラーゲンゲル上を遊走す
ることを明らかにした。また、実際の創傷床と同様に、ゲルに線維芽細胞が加
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わることで上皮細胞シートの遊走と伸展が亢進して、創傷床の被覆能が増大す
ることも明らかにした。 
 
4.3.2 今後の課題①：本 in vitroモデルの細胞シート品質評価への応
用 
 
現在の細胞シートの品質評価は、細胞がシート状に剥離できるかどうかの剥離
試験、生細胞率のカウント、フローサイトメーターを用いたケラチンの陽性率
の評価による上皮細胞の純度の算出など、細胞シート移植の安全性を保証する
試験に留まっている[2]。本 in vitro モデルは、わずか１時間で細胞シートがシェ
ーカー振盪に耐えうる接着を確認することができ、簡便に移植能を評価する品
質管理試験として応用が出来得る。第二章で確立した簡便な口腔粘膜上皮の解
析に加えて、本 in vitro モデルによって、より確実な治療法確立に繋がり得ると
考えられる。 
 さらに、細胞シート移植における接着の成功が 100%でないという問題点を解
決するために、細胞シートの接着性の向上は大変重要である。単一細胞レベル
で知見があるマンガンイオンによるインテグリン活性化に加え[3]、細胞シート
接着に重要な接着タンパク質の発現増大などを目指した各種実験にも、本研究
の in vitro モデルは、接着性を評価する実験系に応用できると期待される。また、
コラーゲンゲルに様々な細胞やサイトカインを添加し、より生体に近い条件に
おいて創傷治癒効果などについて詳細に解析することで、細胞シートの移植効
果の分子機構のより深い理解につながると期待できる。 
 
4.3.3 今後の課題②：細胞シートの Partial EMT機構の詳細な解析 
 
 重層扁平上皮細胞シートは基底層で創傷治癒に有効な Partial EMTが起こるこ
とを明らかにしたが、EMT がいつどのように誘導されたかは、定量 PCR や阻害
剤添加実験によっても全貌は明らかにならなかった。本研究では細胞シートの
全層から RNA を抽出して定量 PCR を行った。しかし、EMT が起こっていたの
はほぼ基底層に特異的であったため、マイクロダイセクションや、インテグリ
ン陽性細胞をセルソーターで分離するなど、細胞シートを層毎に区切り、EMT
関連の遺伝子発現などの解析をを行うことも有効だと考えられる。 
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上皮細胞シート移植による治療効果の増大につながると期待できる。さらに、
上皮細胞シートについても同様に解析し、本研究で示した創傷床の再上皮化の
ための移植片としての働きだけでなく、サイトカインを放出して周囲の上皮細
胞を活性化させ、過剰な炎症を抑制する効果などを調べることで、上皮細胞シ
ート移植の治療効果の全貌に迫ることができると考えられる。 
 
4.4 おわりに 
 
 iPS 細胞の樹立などによって、培養細胞の移植による再生医療は、今後急速に
医療の歴史を塗り替えていくことが期待されている。この再生医療研究は、幹
細胞研究や組織工学研究の進歩や、生体組織ならびに疾患の分子生物学的に理
解されてきたことも相まって、臨床における治療への応用も進んでいる。本博
士研究では、培養細胞治療の最先端で用いられている上皮細胞シートを対象と
して、重層扁平上皮細胞シートの移植後の分子機構の一部を明らかにし、さら
に、安全かつ低侵襲的な細胞ソースの品質の解析法の開発も行った。本研究は
今後、ますます重要になると考えられる培養細胞群の移植治療においての基礎
をなす研究でもあり、多くの患者救済を目的とした研究に寄与すると期待して
いる。 
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 修士課程より東京女子医科大学先端生命研究所との共同研究を開始するきっ
かけを作って下さった、近藤誠さん、近藤統子さんに御礼申し上げます。 
 慣れない臨床現場でしたが、私を支え、共同臨床研究をして下さった、長崎
大学医学部消化器外科ならびに消化器内科、口腔外科、細胞療法部の皆様に御
礼申し上げます。 
 研究生活を共にし、本研究を進める上でのモチベーションを支えて下さった、
武田研究室の皆様、東京女子医科大学先端生命医科学研究所の皆様、大和先生
グループの皆様、志村大輔さん、Dr. Sebastian Sjöqvist に感謝致します。 
 共同研究をしていただいたと共に、次の就職先に推薦して下さった森野常太
郎先生に御礼を申し上げるとともに、今後ともお世話になりたいと思います。 
 最後に、常に私を支えて下さった両親、祖母に深く感謝しております。今後
も謙虚な姿勢を持って頑張っていきたいと思います。 
 
 
本研究を遂行するにあたり、卓越した大学院拠点（実践的化学知）リサーチ・
アシスタント及び、栁原操再生医療研究支援寄附金の助成をいただきました。 
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